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1. RESUMEN 
 El estrés oxidativo y la producción de especies reactivas de oxígeno (ROS) juegan un papel muy importante en el daño neuronal. Numerosas evidencias apuntan a que contribuyen a la  degeneración neuronal que subyace a muchas enfermedades neurodegenerativas, como son la Esclerosis Lateral Amiotrófica (ELA), la enfermedad de Parkinson o la enfermedad de Alzheimer. No obstante, los mecanismos específicos responsables de la neurodegeneración no se conocen con exactitud. Este proyecto tiene como finalidad conocer, mediante la técnica de whole-cell patch-clamp, el impacto del estrés oxidativo sobre la excitabilidad neuronal y las propiedades funcionales de membrana. El estudio se realizó en neuronas piramidales de la corteza motora usando rodajas de cerebro de ratas jóvenes adultas. La formación de radicales libres derivados de oxígeno fue inducida mediante la perfusión de la rodaja durante un intervalo de 5 a 30 minutos con un hidroperóxido orgánico, el hidroperóxido de cumeno (HC), que produce peroxidación lipídica (LPO).   La exposición de las células a HC 10 µM produjo grandes cambios en las propiedades electrofisiológicas de las neuronas, la mayoría de los cuales ya fueron significativos a los 5 minutos tras la aplicación del oxidante. El potencial de membrana de reposo de las neuronas se despolarizó progresivamente durante la exposición. La resistencia de la membrana aumentó a los 5 minutos de aplicación del oxidante, para luego disminuir con respecto al control a los 15 y 30 minutos. Como consecuencia de estos cambios en resistencia se encontraron cambios en la reobase que disminuyó a los 5 minutos y, posteriormente, aumentó a los 15 y 30 minutos tras la tras la administración de HC. El voltaje de despolarización disminuyó progresivamente durante la aplicación del HC, sin cambios en el voltaje umbral, y de forma paralela al descenso en el potencial de membrana de reposo. Además, la amplitud del potencial de acción disminuyó, mientras que la duración del potencial aumentó, de forma progresiva a lo largo del tiempo cuando se aplicó el HC. El efecto del HC sobre las propiedades repetitivas de las neuronas fue heterogéneo. Así, algunas de las neuronas estudiadas (13/30) perdieron completamente la capacidad de disparar repetitivamente potenciales de acción tras la aplicación de HC, mientras que otras conservaron el disparo (17/30). Estas últimas neuronas, sin embargo, disminuyeron de forma progresiva tanto la frecuencia máxima de disparo como la ganancia tras la aplicación del oxidante, mostrando un rango de trabajo mucho menor.    
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El estrés oxidativo, inducido por el HC, produjo importantes cambios en la excitabilidad neuronal de la corteza motora de forma dosis y tiempo dependiente. A concentraciones de 1 µM, concentración que no produce efecto alguno en otras poblaciones neuronales, el HC produjo el bloqueo de corrientes rectificadoras (sag) y disminuyó la amplitud del potencial de acción y la ganancia de la frecuencia de disparo. No obstante, no se observaron cambios significativos en el resto de parámetros fisiológicos. La administración de HC 100 µM produjo el bloqueo completo de la capacidad de disparar potenciales de acción de forma repetitiva en todas las células registradas. El efecto sobre el resto de parámetros no fue significativamente diferente al producido por 10 µM. El efecto del HC, es además dependiente del tamaño neuronal. Así, las células de mayor tamaño (estimado mediante su capacitancia celular) son las más sensibles al estrés oxidativo. El gran tamaño que presentan las neuronas piramidales y la alta sensibilidad demostrada al estrés oxidativo hacen que esta población neuronal sea mucho más susceptible a la muerte neuronal que otras poblaciones.   Con la finalidad de comprobar si todos estos cambios en las propiedades de membrana eran debidos a un efecto directo sobre las neuronas piramidales o eran consecuencia de alteraciones a nivel presináptico, se estudió el efecto del estrés oxidativo sobre las entradas sinápticas. En general, el HC produjo una depresión de las entradas sinápticas, demostrando así que los cambios funcionales producidos por el estrés oxidativo se deben a mecanismos pre y postsinápticos. En particular, el HC disminuyó la amplitud, frecuencia y constante de bajada de las corrientes postsinápticas espontáneas tanto excitadoras (sEPSC) como inhibidoras (sIPSC). Sin embargo, no se observó ningún efecto sobre las corrientes postsinápticas miniatura ni excitadoras (mEPSC) ni inhibidoras (mIPSC). Estos resultados podrían deberse a la acción presináptica del HC que causaría una disminución de la liberación de neurotransmisores dependientes de potencial de acción. La disminución de las entradas inhibidoras desde las interneuronas premotoras produjo, a su vez, la disminución de una corriente tónica dependiente de receptores GABAA presente en las neuronas piramidales. Esta disminución sería la responsable de la hiperexcitabilidad transitoria (aumento de la resistencia junto con una disminución en reobase) encontrada en las neuronas piramidales durante los primeros minutos tras la administración del oxidante. Este incremento en la excitabilidad cortical es característica de pacientes con ELA.   En general, los efectos producidos por el HC fueron irreversibles. Tan sólo cuando el lavado se realizó a los 5 minutos de exposición al oxidante se restableció la normalidad en algunos parámetros, como la resistencia. Este dato es relevante, porque significa que la eficacia de los 
Resumen |  
 
 5 
agentes neuroprotectores dependería de la etapa en la que se produzca su administración. Así, en este estudio se demostró que la preincubación con el antioxidante melatonina previne la LPO y los cambios electrofisiológicos inducidos por el HC. Nuestros hallazgos permiten proponer a la melatonina como un agente neuroprotector que podría utilizarse como estrategia terapéutica en el tratamiento temprano de enfermedades neurodegenerativas.  En conclusión, podemos decir que el estrés oxidativo, en gran parte a través de la LPO, compromete la excitabilidad neuronal a través de mecanismos pre y postsinápticos, produciendo, entre otros, una hiperexcitabilidad transitoria durante los primeros estadios de la oxidación que es característica de la ELA. Por lo tanto y asumiendo que el estrés oxidativo contribuye al desarrollo de esta patología, proponemos que la LPO, por un lado alterando la inhibición cortical (tónica y fásica) y por otro lado afectando directamente la excitabilidad de las neuronas piramidales, conduciría a la muerte neuronal que ocurre en las enfermedades neurodegenerativas como la ELA.  
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2. INTRODUCCIÓN  2.1. Corteza cerebral. La corteza cerebral desde el punto de vista funcional consiste en una fina capa de neuronas que cubre la superficie de todas las circunvoluciones del cerebro de los animales vertebrados. A lo largo de la evolución esta estructura ha aumentado en complejidad y tamaño relativo, llegando alcanzar en los mamíferos un alto grado de diferenciación estructural y funcional.   En la corteza cerebral de mamíferos se distinguen dos grandes áreas (Brodmann, 1909; Vogt y Vogt, 1919; Figura 2.1.A): i) Neocorteza, que es el área más evolucionada desde el punto de vista filogenético y en el ser humano constituye el 90% de toda la corteza cerebral. Se divide en 6 capas. Es la responsable de la conciencia y está implicada en todas las funciones mentales superiores y en las funciones ejecutivas (Valverde, 2002); y ii) Alocorteza, que es la menos evolucionada desde el punto de vista filogenético y consta de 3 capas. Se divide a su vez en arquicorteza y paleocorteza. La arquicorteza corresponde con el hipocampo y está implicada en procesos de aprendizaje y consolidación de la memoria (Thompson y Kim, 1996). La paleocorteza se corresponde con la corteza olfatoria y está implicada en procesos de aprendizaje olfativo (Suzuki y Bekkers, 2007).   La corteza cerebral contiene células gliales, células nerviosas o neuronas y fibras nerviosas organizadas en capas paralelas (Figura 2.1.B). A pesar de presentar una heterogeneidad estructural, neuroquímica y funcional, la corteza cerebral conforma una entidad que presenta múltiples interacciones consigo misma y con el resto del Sistema Nervioso Central (SNC). Con excepción del cerebelo, que recibe influencias corticales de forma indirecta, las demás estructuras del SNC reciben axones originados en la corteza. De esta forma, los axones de la corteza forman parte integral del circuito neuronal de los núcleos de la base, núcleos basales telencefálicos, núcleos del diencéfalo, núcleos del tallo cerebral y de la médula espinal. Este sistema de proyecciones participa en los mecanismos de control y ejecución motora, actividades emocionales y cognitivas (Pimienta, 2004). La zona objeto de nuestro estudio es una región perteneciente a la neocorteza y, por ello, a esta estructura le dedicaremos una sección aparte.   
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 10  Figura 2.1. La corteza cerebral. A. Ilustraciones que muestran las distintas áreas de la corteza cerebral. A la izquierda se observa la clasificación de las distintas áreas que realizó Brodmann en 1909. A la derecha observamos una revisión realizada por von Economo en 1925. Tomadas de Zilles y Amunts, 2010. B. Imágenes que muestran las distintas capas que podemos observar en la corteza cerebral y los distintos tipos celulares que en ellas se encuentran. A la izquierda se observa una lámina realizada por Ramón y Cajal que nos muestra su visión de las distintas capas de la corteza. A la derecha tenemos un esquema que muestra el número de capas y las células presentes en ellas. Tomado de Ramón y Cajal, 1901; Modificado de Ranson y Clark, 1959. C. Ilustración que muestra las áreas funcionales que podemos encontrar en la corteza cerebral, entre ellas la corteza motora primaria objeto de nuestro estudio.  
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2.1.1. Neocorteza: citoarquitectura y áreas funcionales. Numerosos estudios a lo largo del tiempo han centrado su atención en la organización de la corteza cerebral. En este sentido, hay que resaltar la importancia del método de Golgi (Golgi, 1873) que permitió visualizar por primera vez de forma detallada los componentes más relevantes de la corteza y los primeros esquemas de su organización (Figura 2.1.B izquierda). No fue, sin embargo, hasta 1887 que Theodor Meynert describió que la corteza cerebral estaba organizada en una serie de láminas. Desde entonces, esta clasificación se ha ido modificando en diferentes direcciones, siendo en la actualidad la clasificación del neurólogo alemán Korbinian Brodmann la más utilizada. Según Brodmann, desde el punto de vista histológico-anatómico, la neocorteza se divide en 6 capas o láminas que se diferenciaban tanto en el tipo de células que presentaban como en su densidad celular. Estas 6 capas de células fueron numeradas del I al VI, siendo la capa I la más externa y la capa VI la más profunda y la que limita con la sustancia blanca. A continuación, describiremos las principales características de cada capa (Figura 2.1.B derecha):  
 Capa I o capa plexiforme externa. También llamada capa molecular o zonal. Se caracteriza por tener una densidad de células muy baja. Presentan numerosas fibras horizontales y numerosas dendritas terminales de las células piramidales de las capas subyacentes. 
 Capa II o granular externa. Caracterizada por la presencia de neuronas piramidales de pequeño tamaño y pequeñas células estrelladas.  
 Capa III. Caracterizada por presentar neuronas piramidales medianas. En algunos casos se hace distinción entre la capa IIIa (neuronas piramidales más pequeñas) y la capa IIIb (neuronales piramidales más grandes). 
 Capa IV o capa granular interna. Se caracteriza como su nombre indica por una gran densidad de células granulares. Esto hace que esta capa se diferencie claramente de sus vecinas colindantes capa III y capa V. Esta capa constituye el estrato de ramificación de las fibras aferentes corticales. 
 Capa V o ganglionar. Se caracteriza por presentar grandes células piramidales.  
 Capa VI o multiforme. En esta capa existe una gran variabilidad de células según su forma.   Esta organización en capas, que no deja de ser una organización anatómica con cierto fundamento funcional, puede presentar ligeras variaciones a lo largo de la extensión de la neocorteza, perdiéndose en algunos casos algunas de estas láminas. Cada capa tiene su propia individualidad, dada por variedades celulares específicas y por sus  conexiones. No obstante, ha de señalarse que estas capas no operan de forma aislada ya que los elementos que las 
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caracterizan están íntimamente relacionados con los componentes de las otras capas corticales. Una vez conocida su estructura anatómica, se han desarrollado modernos conceptos de operación modular de la corteza en la que ésta se contempla como una organización funcional de grupos celulares verticalmente ensamblados en torno a un eje central representado por fibras aferentes corticales (Eccles, 1981; Lorente de Nó, 1947; Szentágothai, 1978; Valverde, 2002).   Según sus características citoarquitectónicas y funcionales, la neocorteza se suele agrupar en: áreas motoras, áreas sensoriales y áreas de asociación (Figura 2.1.C).   
 Áreas sensoriales. Se caracterizan por presentar desde el punto de vista citoarquitéctonico una capa IV de gran espesor, en detrimento de la capa V que aparece muy delgada. Son las encargadas del procesamiento de la información sensorial y están organizadas en función del estímulo que procesan (Von Economo, 1929) 
 Áreas asociativas. Estas áreas se caracterizan por presentar una menor densidad de células en las capas IV y V. Están implicadas en múltiples funciones de índole muy diversas. 
 Áreas motoras. Se localizan en el lóbulo frontal y se caracterizan por presentar una capa IV prácticamente ausente o muy delgada y una capa V muy desarrollada con abundancia de grandes neuronas piramidales. La corteza motora se divide en tres zonas diferenciadas: i) la corteza motora primaria, encargada del control fino de los movimientos voluntarios y en el aprendizaje de nuevas habilidades motoras (Hosp y col., 2011); ii) la corteza premotora encargada de los movimientos voluntarios en relación con las aferencias sensoriales; y iii) el área motora suplementaria relacionada con la planificación e iniciación de los movimientos.   2.1.2. Corteza motora primaria.  La corteza motora está situada en el lóbulo frontal por delante del surco central y se prolonga sobre la superficie medial del hemisferio. Esta corteza se caracteriza por presentar agrupaciones neuronales funcionales muy concretas, donde la estimulación eléctrica con baja intensidad de corriente produce movimientos producidos por un solo músculo (Peters y col., 2017). Estas zonas presentan una estructura columnar que se extienden perpendicularmente desde la superficie hasta la profundidad de la corteza. Estos conjuntos radiales de puntos de estimulación se han denominado con el término columnas motoras corticales. Estas columnas motoras reciben a través de la corteza premotora, aferencias de receptores sensoriales procedentes del músculo diana, la articulación que se inserta el músculo y desde la piel que 
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recubre el músculo, es decir, de los receptores sensoriales que se estimulan cuando el músculo diana se contrae (Asanuma, 1981).     La corteza motora primaria o área M1, se corresponde con el área 4 de Brodmann y se caracteriza por presentar células piramidales gigantes de Betz (Zilles y Amunts, 2010). Existen diversos estudios de estimulación eléctrica que han demostrado, tanto en humanos (Rasmussen y Penfield, 1947) como en modelos animales de experimentación (Woolsey, 1946), la presencia de un mapa topográfico de la mitad del cuerpo contralateral comparable a la del área sensitiva primaria. Esta corteza motora recibe aferencias tanto de regiones corticales como subcorticales. Las aferencias que vienen de la zona subcortical se originan principalmente del núcleo dentado contralateral, a través de la porción posterior del núcleo ventral lateral del tálamo, y del globo pálido ipsilateral a través de la porción anterior del mismo núcleo talámico. Por otra parte, las aferencias corticales que se dirigen hacia la corteza motora primaria se originan en áreas motoras no primarias (premotora y área suplementaria), en la corteza somatosensitiva primaria y en la corteza de asociación somatosensitiva (Dum y Strick, 2005; Huerta y Pons, 1990; Miyachi y col., 2005; Morecraft y Van Hoensen, 1993). La información que procede del área somatosensitiva primaria viene organizada topográficamente y de ahí que la corteza de asociación proporcione a la corteza primaria la información necesaria sobre la localización de las partes del cuerpo para controlar los movimientos de las extremidades.  Por otro lado, la corteza primaria envía eferencias a partir de las neuronas piramidales hacia la médula espinal y el tálamo a través de la vía corticofugal, y hacia la corteza contralateral y los ganglios basales por la vía comisural (Oswald y col., 2013).  De la vía corticofugal surge la vía corticoespinal o piramidal, la principal eferencia que parte desde la corteza motora primaria a través de la cual envían las neuronas piramidales sus axones que proyectan hacia la médula espinal. Estas fibras se dirigen hacia interneuronas premotoras o bien hacia las motoneuronas directamente. Mediante la primera conexión la corteza motora primaria es capaz de controlar el movimiento de grandes grupos musculares. Por otra parte, la conexión directa con las motoneuronas le confiere a la corteza la capacidad para ejecutar movimientos finos muy graduados y precisos, como por ejemplo los movimientos independientes de los dedos (Kuypers, 1987). En un principio se pensó que las neuronas de la corteza motora primaria eran las únicas capaces de iniciar y controlar el movimiento a través de la vía piramidal, y por eso se les llamó a las neuronas de esta corteza ͞ŶeuƌoŶas ŵotoƌas pƌiŵaƌias͟. Sin embargo, ciertas formas de movimiento, como el caminar, se conservan aún eliminando toda la corteza motora primaria (Peters y col., 2017). Además, experimentos realizados en primates han demostrado que la lesión 
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de la corteza motora primaria provoca una parálisis temporal en estos animales tras la cual hay una recuperación sustancial, lo que demuestra que existen otras estructuras que estarían implicadas en la ejecución de los movimientos (Fulton, 1939; Murata y col., 2015). Por el contrario, si la lesión se produce en la vía piramidal, tanto en primates como en roedores, se produce un déficit permanente en la capacidad de realizar movimientos que requieran cierta habilidad (Alaverdashvili y Wishaw, 2008; Peters y col., 2017; Travis y Woolsey, 1956). En la actualidad, tras muchas evidencias, se sabe que la porción motora de la vía piramidal no sólo se origina en la corteza motora primaria, sino que también participan otras estructuras motoras no primarias como la corteza premotora o el área suplementaria. Por esta razón, estas últimas estructuras tienen potencial para poder influir en el control y la ejecución de los movimientos, independientemente de la corteza motora primaria.    Durante mucho tiempo se ha considerado que la función de la corteza motora primaria era únicamente la ejecución de los movimientos. Sin embargo, hoy en día se sabe que la corteza motora primaria también participa en el diseño y planificación de los movimientos. Por tanto, la corteza es parte importante del llaŵado ͞apƌeŶdizaje ŵotoƌ͟ o lo que es lo mismo, la capacidad que tienen los animales de adaptar sus movimientos dependiendo de las necesidades y demandas del entorno (Peters y col., 2017).    2.1.3. Neuronas piramidales. La corteza cerebral, y por ende la corteza motora, presenta una gran diversidad de células. No obstante, pueden englobarse en dos grandes grupos atendiendo básicamente a su tamaño, forma y árbol dendrítico: neuronas piramidales y neuronas no piramidales (Golgi, 1886; Ramón y Cajal, 1899). Las neuronas piramidales, llamadas por Cajal células de axón largo (Ramón y Cajal, 1892), constituyen la esencia de la arquitectura cortical ya que representan aproximadamente un 70-85% del total de la población neuronal. Son células excitadoras cuyos axones, como ya se ha mencionado, proyectan fuera de la corteza cerebral. Las neuronas no piramidales son las interneuronas corticales o células de axón corto. Estas células presentan axones que se restringen a los límites de la corteza cerebral y presentan un carácter inhibidor (Valverde, 2002).   Las neuronas piramidales se encuentran en la mayoría de las estructuras prosencefálicas, incluidas la corteza cerebral, el hipocampo y la amígdala. Sin embargo, no se encuentran en otras estructuras como el bulbo olfatorio, el núcleo estriado, el mesencéfalo, el rombencéfalo, ni en la médula espinal (Ramón y Cajal, 1901). Las estructuras en las que sí se encuentran las neuronas 
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piramidales están implicadas en funciones cognitivas muy avanzadas, por lo que son células que en los últimos años han recibido una gran atención con el objeto de dilucidar las bases neuronales de estas funciones tan sofisticadas (Molnar y Cheung, 2006; Spruston, 2008). Estas neuronas están presentes en todas las capas de la corteza cerebral excepto en la capa I, siendo las células más abundantes a nivel de las capas II, III, V y VI (Figura 2.2.A). Estas células son glutamatérgicas y dan lugar a la mayor parte de las sinapsis excitadoras corticales (DeFelipe y Fariñas, 1992). Desde el punto de vista morfológico se caracterizan por presentar un soma triangular o piramidal del que parte una dendrita apical que asciende hacia la superficie, alcanzando en la mayoría de los casos la capa I. En la superficie, esta dendrita apical se ramifica en numerosas colaterales formando el penacho dendrítico terminal. Por otro lado desde el cuerpo celular parte un abanico de dendritas basales de longitud variable (Ramón y Cajal, 1892; Spruston, 2008; Figura 2.2.B). Tanto las dendritas terminales como las dendritas basales están recubiertas de espinas dendríticas, exceptuando las 10-20 µm que se encuentran más cercanas al soma. Las espinas dendríticas son pequeños procesos colaterales que aumentan considerablemente la superficie dendrítica y, por tanto, constituyen los lugares para el establecimiento de las conexiones sinápticas. De hecho, las espinas dendríticas constituyen el principal elemento postsináptico de las sinapsis excitadoras de la neocorteza, mientras que el tallo dendrítico, el axón y el soma establecen principalmente conexiones con las interneuronas inhibidoras GABAérgicas (Elston y DeFelipe, 2002; Spruston, 2008). Las espinas dendríticas presentan una gran plasticidad sináptica, proceso que se ve alterado en muchas patologías degenerativas del SNC (Fogarty y col., 2016).   Los axones de las células piramidales salen directamente desde el soma o desde una dendrita basal y proyectan hacia la sustancia blanca. Durante su recorrido los axones van emitiendo colaterales hacia distintas zonas de la corteza cerebral (DeFelipe, 1994). Numerosos estudios han puesto de manifiesto que las células piramidales de cada capa cortical participan en distintos circuitos sinápticos y envían sus proyecciones a diferentes regiones del sistema nervioso (Feldman y Kastin, 1984). En general, las capas II-III presentan principalmente conexiones cortico-corticales (ipsi- y contralaterales), mientras que las capas V y VI proyectan principalmente a centros subcorticales (Valverde, 2002).     
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 16 Figura 2.2 Neuronas piramidales. A. Fotografías realizadas en nuestro laboratorio mediante una tinción rojo neutro que muestran un corte transversal de la corteza cerebral en las que se aprecian las distintas capas de la corteza motora primaria. B. Morfología típica de una neurona piramidal de la corteza. A la izquierda, una lámina de Ramón y Cajal en la cual dibujó la neurona piramidal tal y como él la observó en una tinción de Golgi. Tomado de Ramón y Cajal, 1901. A la derecha se observa una neurona piramidal con las técnicas actuales. Tomado de Kolb y col., 2003. C. Distintos patrones de disparo que puede presentar una neurona piramidal. A la izquierda y en el centro se observa un patrón de disparo tónico, mientras que a la derecha se observa un patrón en brote (poco común). Tomado de Zaitsev y col., 2012.  
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Las neuronas objeto de nuestro estudio son las neuronas piramidales de la capa V de la corteza cerebral. En estudios realizados en roedores se ha demostrado que todas las células piramidales dentro de esta capa no presentan el mismo tamaño y características. Así, aunque estas células se caracterizan por presentar un soma de gran tamaño, las neuronas piramidales con somas sensiblemente más pequeños se suelen situar en las zonas inferiores de la capa V, cercanos a la VI, mientras que las más grandes se suelen situar más arriba (Figura 2.2.A). Esta separación realmente no es una separación física propiamente dicha ya que en general tanto las células grandes como las pequeñas aparecen entremezcladas en la capa. Sin embargo, las neuronas piramidales no se suelen dividir atendiendo a la morfología celular sino a los sitios donde proyectan. Así, estas neuronas se suelen clasificar dentro de dos grandes grupos: piramidales que proyectan a estructuras subcorticales (médula espinal, colículo superior...) y piramidales que proyectan a la corteza contralateral (Hallman y col., 1988; Kasper y col., 1994).  Estas neuronas desde el punto de vista morfológico son exactamente iguales hasta la edad postnatal 5 (P5), alcanzando en ambos casos las dendritas apicales la capa I. Posteriormente entre P5 y P7, la mayoría de las neuronas cortico-corticales retraen sus penachos apicales desde la capa I hasta la capa II/III (IV en los que esté presente), mientras que las neuronas que proyectan a estructuras subcorticales siguen alcanzando la capa I con su dendrita apical (Hallman y col., 1988; Kasper y col., 1994). También se han descrito diferencias electrofisiológicas entre estas dos poblaciones de neuronas piramidales de la capa V. Así, las neuronas que proyectan a estructuras subcorticales presentan menos resistencia y constante de tiempo de membrana que las neuronas que proyectan a estructuras corticales, y además se suelen caracterizar por un disparo en brote a diferencia del disparo regular de las cortico-corticales (Larkman y Mason, 1990; Mason y Larkman 1990; Zaitsev y col., 2012; Figura 2.2.C). Sin embargo, estas últimas diferencias en el disparo repetitivo, se ha demostrado recientemente que podría ser el resultado de los efectos de los anestésicos, puesto que no se han encontrado diferencias en el disparo repetitivo cuando el animal se anestesia por periodos muy cortos previos al registro neuronal (Christophe y col., 2005). En nuestro estudio, no se encontraron grandes diferencias entre las propiedades repetitivas de las neuronas piramidales de la capa V de la corteza motora primaria y por eso no se realizaron distinciones entre estas dos poblaciones de neuronas.   2.2. La técnica de patch-clamp. Hemos realizado registros electrofisiológicos mediante la técnica de patch-clamp con el objetivo de poder caracterizar las propiedades electrofisiológicas pasivas y activas de las neuronas piramidales de la corteza motora, y posteriormente examinar los efectos de la 
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peroxidación lipídica (LPO) sobre las características eléctricas de la membrana y sus propiedades sinápticas.  Hace más de 200 años Luigi Galvani descubrió que la funcionalidad del sistema nervioso está ligada intrínsecamente a la actividad eléctrica. Desde entonces, generaciones de investigadores han invertido un gran esfuerzo para intentar construir instrumentos capaces de medir esta actividad eléctrica (Verkhratsky y col., 2006). En el siglo XIX ya comenzaron a registrarse algunos eventos electrofisiológicos mediante galvanómetros, aunque no fue hasta principios del siglo XX (1920) que se pudieron realizar mediciones algo más precisas de eventos rápidos cuando apareció el osciloscopio de rayos catódicos (del Castillo, 1997). Pero, probablemente, la mejora que dio origen a las nuevas y modernas técnicas de registro fue el electrodo de registro intracelular. Así, entre 1939 y 1942, mediante la utilización de microelectrodos de vidrio, Cole y Curtis, y Hodking y Huxley, obtuvieron los primeros registros intracelulares en el calamar gigante. En 1952 estos dos últimos autores demostraron el papel fundamental que tienen los canales iónicos en la transmisión del impulso eléctrico, valiéndoles a estos autores el Premio Nobel de Fisiología y Medicina en 1963 por estos estudios. El desarrollo tecnológico de amplificadores, estiradores de pipetas y microscopios ha permitido ir mejorando la precisión y especificidad de estos registros intracelulares, que hoy en día alcanzan una sensibilidad y resolución tal, que nos permiten estudiar células mucho más pequeñas e incluso restringir estos registros a axones y/o dendritas.   Aunque los registros intracelulares supusieron un salto de gigante en cuanto al registro de la actividad eléctrica de células excitables, tienen el inconveniente de producir una corriente de fuga o deriva eléctrica como consecuencia de la penetración del electrodo dentro de la célula. Esta fuga impide medir corrientes transmembrana aisladas, así como los valores reales de otros parámetros. A finales de los años 70, los alemanes Erwin Neher y Bert Sakmann desarrollaron una técnica innovadora conocida con el nombre de patch-clamp, que utilizaba en lugar de los microelectrodos clásicos intracelulares unas micropipetas no penetrantes, quedando solucionado así el problema de la deriva eléctrica. El desarrollo de esta nueva herramienta de estudio revolucionó la electrofisiología hasta tal punto que permitió estudiar incluso la actividad electrofisiológica de un canal único (Hamill y col., 1981; Hille, 1992; Figura 2.3). El desarrollo de esta técnica les supuso a sus autores el Premio Nobel de Medicina en 1991. De una forma más detallada, la técnica de patch clamp se basa en el uso de una micropipeta de vidrio con una abertura de aproximadamente 1-5 µm en su punta. Esta pipeta se rellena con una solución cuya  
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              Figura 2.3. Principios básicos de la técnica de patch-clamp. Esquema que muestra los elementos básicos necesarios para realizar la técnica de patch-clamp y registrar la actividad electrofisiológica de una neurona. Podemos observar la pipeta de patch que contiene la solución intracelular adherida completamente a la neurona. Dentro de la pipeta tenemos el electrodo de registro el cual va a enviar las señales registradas al amplificador para su detección y análisis posterior.   composición depende del estudio específico a realizar o a la configuración de la técnica de patch-clamp usada. Dentro del vidrio se sitúa un electrodo de metal, normalmente plata, en contacto con esta solución. Este electrodo es el encargado de conducir los cambios eléctricos a un amplificador de voltaje. La eficiencia de esta técnica requiere que la membrana de la neurona a registrar esté libre, es decir, separada de otras células, libre de tejido conectivo y de restos celulares, para que de esta forma la pipeta se pueda adherir correctamente a la membrana celular (Figura 2.4.A). Para conseguir el registro de las células la micropipeta se coloca presionando a la membrana celular, y a continuación se aplica succión para absorber la membrana dentro de ella, consiguiéndose así formar un sello eléctrico de alta resistencia, el giga-ohm o giga-sello (Figura 2.4.B). De esta manera se obtiene un parche (patch en inglés) al que se le puede fijar (clamp en inglés) ya sea la corriente o el voltaje. Cuando se fijan los niveles de voltaje, se habla de técnica de fijación de voltaje o voltage clamp y lo que se registran son los cambios en corriente. Cuando se fijan los niveles de corriente se habla de técnica de fijación de corriente o current clamp y lo que se miden son los cambios en voltaje. En el patch-clamp  se puede mantener el voltaje en  un   
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 20  Figura 2.4. Configuraciones de la técnica de patch-clamp. Esta figura muestra las distintas configuraciones que existen hoy en día de la técnica de patch-clamp. A. Acercamiento de la pipeta a la superficie de la membrana celular. B. Formación del giga-sello y configuración de célula adherida. C. Configuración de célula entera o whole-cell. D. Rotura y separación de la membrana celular para realizar la configuración de fuera hacia dentro outside-out. E. Configuración de fuera hacia dentro o outside-out. F. Configuración de dentro hacia fuera o inside-out. G. Configuración de patch perforado en célula entera mediante el uso de antibióticos. Modificado de Torres y Carrascal, 2015.  
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nivel constante (voltage clamp o técnica de fijación de voltaje) mientras se registran los cambios de corriente, o fijar la corriente (current clamp o técnica de fijación de corriente) en la célula y registrar los cambios de voltaje. A partir de las primeras aproximaciones a la técnica de patch-clamp fueron surgiendo mejoras y modificaciones. Así, existen hoy en día varias configuraciones derivadas de la técnica de patch-clamp. Todas ellas parten desde la formación del giga-sello, y el uso de cada una de ellas depende del objetivo del estudio:    Patch célula-adherida (cell-attached; Figura 2.4.B). Esta sería la configuración inicial en todos los casos y por lo tanto a priori la más sencilla. Consiste básicamente en la formación del sello de alta resistencia o giga-sello, manteniéndose durante todo el registro el electrodo sellado a la membrana celular. En esta configuración después de producir el sello en la membrana con la micropipeta no se aplica succión para romper la membrana. Esta técnica presenta la ventaja de poder registrar corrientes en el entorno fisiológico de la célula porque no modifica el medio intracelular, y es la más adecuada para estudios que requieran la participación de todos los sistemas celulares moduladores de los canales iónicos. Como desventaja cabe resaltar que en esta configuración no es posible conocer el potencial de membrana real de la célula, ni se puede modificar el medio intracelular.   Patch de célula entera (whole-cell patch; Figura 2.4.C). En esta configuración, después de realizarse el giga-sello en la membrana con la micropipeta, se aplica más succión para romper parte de la membrana produciéndose un acceso al espacio intracelular. Tras la rotura del parche de membrana, la solución interna de la micropipeta entra en contacto con el medio intracelular y, al ser mucho mayor su volumen en comparación con el volumen celular, se produce un recambio casi inmediato de la composición del mismo. En estas condiciones, en la configuración de voltaje es posible fijar el potencial de membrana al valor deseado y, tras la aplicación de los protocolos experimentales adecuados, registrar la corriente iónica resultante de la actividad de todos los canales presentes en la membrana celular o corriente macroscópica. Esta configuración permite controlar y modificar a voluntad el medio intracelular, pero tiene el inconveniente de que diluye los mediadores intracelulares responsables de la regulación de los canales iónicos. Para minimizar este problema, la solución interna de la micropipeta se complementa con adenosín trifosfato (ATP) y otros mediadores que, en condiciones fisiológicas, mantienen la función de los canales iónicos.   Patch perforado en célula entera (perforated whole-cell patch; Figura 2.4.G). Esta configuración se ideó para tratar de minimizar la dilución de los mediadores intracelulares en la 
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configuración anterior. Para obtener esta configuración la pipeta se rellena con una solución que contiene un antibiótico (nistatina, gramicidina, anfotericina B). Una vez que se ha formado el sello de alta resistencia o giga-sello, en lugar de aplicar de nuevo succión y romper la membrana, el antibiótico va generando pequeños poros en la membrana de la célula, permitiendo así el paso de iones monovalentes. Así, la resistencia de acceso va disminuyendo paulatinamente, mientras que la amplitud de la corriente registrada va aumentando, hasta que ambos parámetros alcanzan 
ǀaloƌes estaďles al Đaďo de ≈ϯ0 ŵiŶ, ŵoŵeŶto eŶ el que se empieza a registrar la corriente iónica objeto de estudio.  Patch interior-fuera (inside-out patch; Figura 2.4.F). Después de la formación del giga-sello la micropipeta se retira rápidamente de la célula, de esta forma el parche de la membrana queda unida a la micropipeta quedando así el lado citosólico de la membrana expuesto al medio externo y el lado extracelular en contacto con la solución interna de la micropipeta. Se utiliza esta configuración cuando se desea investigar los canales iónicos aislados desde la superficie intracelular.   Patch de fuera hacia adentro (outside-out patch; Figura 2.4.D-E). Esta configuración parte de la configuración de célula entera. Desde esta configuración el electrodo es lentamente retirado de la célula, permitiendo la formación de una ampolla en la membrana de la célula. Cuando el electrodo se separa lo suficiente, esta ampolla se separa de la célula quedando pegada al final del electrodo con la parte exterior de la membrana hacia medio extracelular. Se utiliza como en la configuración anterior para el estudio de las propiedades de un canal iónico aislado de la célula, aunque desde la superficie extracelular.  
Estas dos últiŵas ĐoŶfiguƌaĐioŶes soŶ las taŵďiéŶ llaŵadas ͞patch esĐiŶdido͟ Ǉ peƌŵiteŶ el registro de corrientes unitarias. Ambas son adecuadas para el estudio del mecanismo de acción de fármacos o mediadores que actúen selectivamente sobre las superficies extra o intracelular de la membrana. Sin embargo, presentan el inconveniente de que desligan los canales iónicos del contenido citosólico que modula su actividad.  A pesar de no ser la primera técnica en usarse, la técnica de patch-clamp en su configuración de célula entera es la que más auge ha tenido. Con esta configuración se puede registrar la actividad eléctrica de la célula, al igual que con la técnica intracelular clásica pero sin fuga de corriente, y se puede manipular tanto el exterior como el interior celular. En nuestro estudio elegimos usar esta configuración ya que permite medir la resistencia de entrada real de 
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las neuronas y otros parámetros de membrana importantes, como las propiedades repetitivas de las células. Esta configuración también permite el registro de eventos sinápticos muy pequeños, así como el efecto de neurotransmisores y otros fármacos sobre dichas corrientes.  2.3. Estrés oxidativo. El término estrés oxidativo fue acuñado por primera vez en 1985 por el doctor Helmut 
Sies eŶ su oďƌa titulada ͞Estƌés oǆidatiǀo͟. El doĐtoƌ Sies ĐalifiĐó el estƌés oǆidatiǀo Đoŵo uŶa perturbación en el balance prooxidante/antioxidante en favor del primero (Sies y Cadenas, 1985), es decir, cuando la producción de especies reactivas (prooxidantes) supera la capacidad antioxidante de los tejidos. No existe una clasificación del estrés oxidativo como tal pero algunos autores proponen una división en tres categorías: estrés oxidativo basal, estrés oxidativo moderado y estrés oxidativo severo (Navarro-Yepes y col., 2014). El estrés oxidativo puede estar desencadenado por la producción de radicales libres mediante procesos exógenos como la radiación ionizante, ultrasonidos, fotooxidación o infecciones bacterianas y víricas o procesos endógenos (Niedzielska y col., 2016). Por otra parte, en nuestro organismo existen distintos tipos de oxidantes biológicos causantes del daño oxidativo. Entre estos oxidantes encontramos los productos derivados de los procesos en los que participan las especies reactivas de oxígeno (ROS) (Niedzielska y col., 2016). Aunque no se nombran tan a menudo como las ROS, las especies reactivas de nitrógeno (RNS) también son una parte importante en la aparición del estrés oxidativo ya que pueden provocar daños graves en las células a través de los peroxinitritos que se descomponen rápidamente en hidroxilo (HO·), ión nitrito (NO2·) o nitrilo (NO2+) (Bedard y Krause, 2007; Niedzielska y col., 2016). A parte de las mencionadas ROS y RNS hay más especies reactivas que intervienen en los procesos redox y que por tanto pueden contribuir al estrés oxidativo. Una de ellas son las especies reactivas halogenadas generadas por la acción de la mieloperoxidasa, enzima que produce ácido hipocloroso (HOCl) a partir de H2O2 y Cl-. Esta enzima se encuentra en los fagocitos y aumenta considerablemente cuando existen procesos inflamatorios (Fernández, 2015). Otras especies reactivas son las provenientes de azufre, de carbonilo o de selenio (Sies y col., 2017).  La gran reactividad de las moléculas de oxígeno se debe a su estructura electrónica ya que tienen dos electrones desapareados. Gracias a esto pueden generar reacciones de un electrón que son básicas en la respiración celular, la cadena de transporte electrónico y la acción oxidativa de los macrófagos (Niedzielska y col., 2016; Paiva y Bozza, 2014). Estas reacciones son la fuente de distintas especies reactivas como ROS y RNS entre las que encontramos radicales de 
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anión superóxido (O2-·), radicales hidroxilo (OH·), peróxido de hidrógeno (H2O2), óxido nítrico (NO) o los aniones peroxinitritos (ONOO-) (Popa-Wagner y col., 2013).  Las ROS se generan a bajos niveles de concentración en todas las células de nuestro organismo como consecuencia del metabolismo aeróbico producido por la respiración mitocondrial (Figura 2.5) y poseen, a concentraciones fisiológicas, un papel importante en funciones de mediación y regulación (Hool, 2006; Niedzielska y col., 2016). Además, constituyen un mecanismo de defensa usado por las células del sistema inmune para luchar contra los patógenos, un arma bioquímica que bien usada provoca un beneficio para el individuo, pero que fácilmente puede causar daño a otras células del organismo (Sha y col., 2013). La reactividad de las ROS/RNS les permite interactuar con lípidos, carbohidratos, proteínas y ácidos nucleicos modificando su estructura y su función (Niedzielska y col., 2016). En concreto, las membranas son el objetivo principal de las ROS ya que van a descomponer los ácidos grasos poliinsaturados formando aldehídos reactivos como el malondialdehído (MDA) o el 4-hidroxinonenal (HNE), los cuales a su vez pueden reaccionar con el ADN y las proteínas y modificar su estructura y función (Fritz y Petersen, 2013).   Figura 2.5. Generación de especies reactivas de oxígeno (ROS). Esquema que muestra cómo se generan las ROS en la mitocondria. Los radicales hidroxilo (HO·) y ácido nítrico (NO·) producen la peroxidación lipídica (LPO) y daños en el ADN mitocondrial. Por su parte, el radical peroxinitrilo (ONNOO·) provoca la oxidación de proteínas y la desulfurización. La superóxido dismutasa (SOD) neutraliza algunos de estos radicales libres generando H2O2 y H2O. Modificado de Islam, 2016.   La aparición de niveles excesivos de ROS puede ocasionar en el organismo la afectación de diversas vías de señalización intracelular que incluyen a numerosos factores de transcripción (NF-κB, AP-1, HIF-1, etc.), quinasas (MAPK, JNK), fosfatasas, citoquinas, factores de crecimiento 
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y, por supuesto, a las enzimas antioxidantes. Altos niveles de ROS aparecen en muchas situaciones como en la disfunción mitocondrial, shock excitotóxico o en la inflamación, y pueden provocar daños a las proteínas, ADN y lípidos, lo que conlleva una alteración en las funciones celulares. Además, pueden afectar a diferentes factores de transcripción, factores de crecimiento, kinasas, fosfatasas y citokinas (Arrigo, 1999; Emerit y col., 2004; Tirosh y col., 2000; Valencia y Moran, 2004; Vimard y col., 2011). Así mismo, se ha descrito que las ROS pueden modificar los canales (las corrientes de K+ ATP-dependientes, las corrientes de Ca2+ tipo L y las corrientes rectificadoras de K+) y los transportadores iónicos, directa o indirectamente, a través de la peroxidación de los lípidos de la membrana o afectando a la configuración proteica y/o moléculas de señalización asociadas (Goldhaber y col., 1989; Goldhaber y Liu, 1994; Hool, 2006; Jovanovic y Jovanovic, 2013; Kourie, 1998; Racay y col., 1997; Zhu y col., 2005).  Existen numerosas causas y mecanismos por los que el cerebro es extremadamente vulnerable a la acción de las ROS. Estas alteraciones pueden ser tanto bioquímicas, como moleculares o fisiológicas. Aunque ya hemos comentado que estas ROS se generan en todas las células del organismo, es el cerebro de los mamíferos, y por ende el nuestro, el tejido más vulnerable a la acción de estos compuestos. Esta vulnerabilidad se debe en parte a la gran necesidad de oxígeno del cerebro, ya que éste consume aproximadamente un 20% del total de oxígeno global disponible, y a su alto contenido en lípidos (Niedzielska y col., 2016). El daño ocasionado en el tejido cerebral va a depender de varios factores, pero también del tipo de ROS, ya que hay algunas especies muy reactivas como HO· o ONOO- que van a reaccionar en el mismo lugar en el que se generan. Otras como O2-· son menos reactivas y pueden viajar más lejos y provocar daños en zonas más específicas (Cordeiro, 2014). Por otro lado, las neuronas son más susceptibles al estrés oxidativo que otros tipos celulares debido a su limitada capacidad antioxidante. La vitamina C, por el contrario, sí se encuentra en altas concentraciones tanto en la sustancia gris como en la blanca (Asha Devi, 2009; Valko y col., 2007). Habría que recordar que algunos metales de transición, como los iones de hierro y cobre, están también relacionados con el estrés oxidativo. Estos metales pueden catalizar la formación de ROS a través de la reacción de Fenton y, por esta razón, la alteración de la homeostasis de estos metales también se ha propuesto como otro factor que contribuye a la aparición del estrés oxidativo en enfermedades neurodegenerativas (Carri y col., 2003; Hadzhieva y col., 2013; Su y col., 2015).   Otro factor a tener en cuenta para entender la acción de las ROS es su efecto sobre las membranas celulares. Las membranas de las neuronas son muy ricas en ácidos grasos poliinsaturados de cadena lateral lo que las hacen particularmente vulnerables, ya que las ROS 
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tienen una gran capacidad para atacar los dobles enlaces que conforman estos ácidos grasos. Estas modificaciones causarían daños en el cerebro. Un ejemplo de ello se observa con el HNE, metabolito que se obtiene por degradación de los ácidos grasos y que es muy citotóxico para las neuronas por su capacidad para aumentar los niveles de Ca2+ e inactivar los transportadores de glutamato (Fritz y Petersen, 2013). Además, la conducción y la transmisión sináptica dependen del correcto funcionamiento de la membrana, y por tanto, si ésta está dañada no se realizará correctamente. Las mitocondrias, responsables de la síntesis de ATP que tanto necesita nuestro cerebro, son también muy sensibles al estrés oxidativo ya que sus funciones tienen una gran dependencia de la integridad de su membrana. Las mitocondrias además poseen sus propios ADN y ARN que a su vez se pueden dañar por la oxidación de la misma forma que los de la propia célula. También hay que tener en cuenta que en la mitocondria es el lugar donde se genera la mayor cantidad de ROS, y por lo tanto, un desequilibrio en la función mitocondrial produciría estrés oxidativo (Carri y col., 2015). Entre los factores que también hacen que nuestro cerebro sea muy sensible al estrés oxidativo podríamos citar la autooxidación de neurotransmisores, el alto tráfico de Ca2+ a través de las membranas, su alto ratio superficie de membrana/volumen citoplasmático o la afectación de la barrera hematoencefálica por parte de las ROS  (Hermida-Ameijeiras y col., 2004; González y col., 2002; Pun y col., 2009; Troadec y col., 2001; Vannucci y col., 2001)    2.3.1.  La peroxidación lipídica y el hidroperóxido de cumeno. Los lípidos son moléculas esenciales y con numerosas funciones como la de ser los componentes estructurales de las membranas celulares, funcionar como reserva de energía, mediar en la transducción de señales o incluso de manera indirecta regular la expresión de genes (Ademowo y col., 2017; Elustondo y col., 2017). Además, los lípidos juegan un papel importante en la regulación de la apoptosis, la proliferación celular, la migración, la inflamación y la adhesión celular (Helkin y col., 2016; Ng y col., 2017). La alteración del metabolismo de estos lípidos está relacionada con muchas enfermedades asociadas a la edad y también con las enfermedades neurodegenerativas (AbouAssi y col., 2017; Helkin y col., 2016).   La oxidación incontrolada de lípidos mediada por ROS es lo que se conoce como LPO. Esta LPO es un proceso biológico muy importante que genera como intermedios lípidos oxidados inestables y productos finales estables. Estos productos de la peroxidación tienen diversos papeles en distintos procesos celulares como el metabolismo celular, la señalización o la supervivencia de la célula (Ademowo y col., 2017; Aufschnaiter y col., 2017). Asimismo, los productos de la LPO pueden reaccionar por sí solos y se clasifican como ácidos hidroxílicos o 
Introducción |  
 
 27 
aldehídos reactivos (Gaschler y Stockwell, 2017). La LPO es la responsable de los cambios que se dan en las propiedades de algunas moléculas como los fosfolípidos, esenciales para la conformación de la estructura de la membrana celular, y va a afectar a las bicapas lipídicas y a interferir con las funciones intracelulares (Ademowo y col., 2017). La LPO va a provocar cambios en las propiedades biofísicas de las membranas como cambios en la fluidez, lo cual a su vez va a provocar que existan cambios en la conformación de los receptores, la inactivación de proteínas de membrana, el aumento de la permeabilidad al agua y los iones y, en menor medida, a componentes de alto peso molecular. En última instancia la LPO puede provocar la destrucción de la membrana (Ferretti y Bacchetti, 2011; Nam, 2011; Wong-ekkabut y col., 2007). Como las moléculas lipídicas, y los ácidos grasos poliinsaturados en especial, son sensibles a la oxidación causada por las ROS, es en estos ácidos grasos poliinsaturados donde se inicia la cadena de autopropagación de la LPO mediante la transferencia de un electrón y la oxidación del ácido graso más cercano (Ademowo y col., 2017; Halliwell, 2001). En condiciones patológicas asociadas al estrés oxidativo la oxidación de fosfolípidos genera una serie de fosfolípidos fragmentados. Cuando ya se observan los efectos de esta oxidación es probable que ya no se pueda prevenir el daño producido al tejido por la inflamación y el estrés oxidativo (Mauerhofer y col., 2016). Para minimizar los efectos de la acumulación de los peróxidos lipídicos y de aldehídos reactivos y disminuir su acumulación a niveles subtóxicos las células utilizan una red de sustancias antioxidantes y sistemas de detoxificación que se discutirán en el apartado 2.4.  El hidroperóxido de cumeno (HC) es un agente oxidante orgánico estable que tiene el grupo funcional peróxido, -O-O-, en su fórmula molecular, C6H5 - (CH3)2 – COOH (ver figura 2.6). Este grupo funcional es el responsable de inducir la LPO. El HC penetra en la bicapa lipídica de la membrana causando no solo LPO, sino que también reacciona con los aminoácidos y proteínas (Ayala y col., 2014). En presencia de metales iónicos de transición el HC produce radicales cumoxilo (paso 1 en figura 2.6), que quitan un hidrógeno (H+) de una molécula lipídica generando así alcohol cumílico y un radical lipídico que reacciona con el oxígeno (O2) promoviendo la iniciación o la propagación de la LPO (paso 2 en figura 2.6). Los radicales cumoxilo pueden reaccionar también con otras moléculas de HC para producir alcohol cumílico y radicales cumoperoxilo (paso 3 en figura 2.6). Finalmente, el radical cumoperoxilo puede llevarse un hidrógeno del lípido más cercano disponible para producir un nuevo HC y un radical lipídico, que de nuevo puede afectar al ciclo de la LPO (paso 4 en figura 2.6). El radical cumoperoxilo también puede reaccionar con oxígeno para producir un nuevo radical cumoxilo, y así iniciar de nuevo la reacción en cadena (paso 5 en figura 2.6; Ayala y col., 2014).   
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 Figura 2.6. Hidroperóxido de cumeno (HC). Esquema que muestra el mecanismo por el cual el HC produce la LPO. LH, molécula lipídica. L·, radical lipídico. Tomado de Ayala y col., 2014.   El HC también puede reaccionar con aminoácidos y proteínas produciendo múltiples efectos, como la oxidación de cadenas laterales, fragmentación, dimerización/agregación, mal plegamiento o cambios conformacionales, inactivación enzimática y alteraciones celulares y proteínicas como lo hace el oxígeno (Davies, 2003; Gracanin y col., 2009).  2.3.2. Estudios electrofisiológicos previos sobre el estrés oxidativo. Existen pocos estudios acerca del efecto del estrés oxidativo sobre las propiedades eléctricas de membrana. Sin embargo, estos estudios son de gran interés debido a la ya descrita gran vulnerabilidad que presentan los lípidos y proteínas de la membrana neuronal al daño oxidativo. Las evidencias experimentales que podemos encontrar en la bibliografía indican que el efecto de los metabolitos reactivos de oxígeno (radicales libres y H2O2) y los agentes oxidantes orgánicos (como el HC) sobre las propiedades de la membrana incluyen cambios en el potencial de membrana, en los gradientes iónicos, en la duración y amplitud de los potenciales de acción, en la actividad espontánea y en la excitabilidad de la célula. A modo de ejemplo, en uno de los artículos publicados por Nani y colaboradores se describe cómo el estrés oxidativo, provocado por la aplicación de H2O2, afectó a las propiedades de disparo, el potencial de membrana en 
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reposo o la resistencia de las neuronas analizadas (Nani y col., 2010; Figura 2.7.A-B). Jovanovic y Jovanovic, por otro lado, mostraron que la exposición de células nerviosas de Retzius de sanguijuelas al HC produjo la alteración de las propiedades del potencial de acción, provocando que la duración aumentara tras la administración del oxidante (Jovanovic y Jovanovic, 2013). Además, en motoneuronas del hipogloso, Nani y colaboradores demostraron que el estrés oxidativo también afectó a la transmisión sináptica caracterizada por una disminución significativa de la frecuencia de corrientes postsinápticas espontáneas debido a los cambios que ocurren en la liberación de numerosos neurotransmisores (Nani y col., 2010; Figura 2.7.C). Adicionalmente, se ha demostrado que la aplicación de peróxido de hidrógeno disminuyó la inhibición sináptica en las neuronas corticales (Frantseva y col., 1998).    2.4. Antioxidantes.  Dada la presencia ubicua de bajos niveles de ROS en todas las células que respiran, y la exposición a altos niveles de ROS en otras situaciones, las células han desarrollado numerosos mecanismos protectores frente al estrés oxidativo. Las neuronas, al igual que la mayoría de las células, tienen diversos mecanismos defensivos frente al daño oxidativo que se pueden clasificar en: i) mecanismos que evitan la formación de especies reactivas (antioxidantes), ii) mecanismos que eliminan las especies reactivas mediante su secuestro (depuradores), iii) mecanismos de reparación de las lesiones causadas por los radicales libres (Acuña-Castroviejo y col., 2009).   Un antioxidante es toda molécula que es capaz de prevenir y/o evitar la oxidación de otra molécula, ya sea interaccionando y estabilizando especies reactivas o convirtiendo a éstas en otras más estables y menos reactivas (Blankenberg y col., 2003; Reynolds y col., 2007; Salvador y col., 2003; Sha y col., 2013; Sies, 1986). Las células tienen una extensa batería de antioxidantes como sistema defensivo para mantener limitados los niveles de las especies reactivas (Nordberg y Arner, 2001). Estos antioxidantes pueden dividirse a su vez en enzimáticos y no enzimáticos.  Antioxidantes no enzimáticos. Entre los no enzimáticos el más importante es el glutatión, muy abundante en diversos compartimentos celulares como el citosol, la mitocondria y el núcleo. Esta molécula es un tripéptido conformado por una molécula de cisteína, una de glutamato y una de glicina (Pompella y col., 2003). La capacidad protectora del glutatión se debe a la cisteína, que permite reducir puentes disulfuro. El glutatión reducido (GSH) puede actuar directamente sobre los radicales hidroxilos, sobre el oxígeno molecular, o también puede actuar a través de la acción catalítica de las glutatión peroxidasas y las glutatión S-transferasas sobre el peróxido de hidrógeno o peróxidos lipídicos (Valko y col., 2007). 
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 30 Figura 2.7. Afectación de las propiedades electrofisiológicas de las neuronas del hipogloso por el estrés oxidativo. A. Registro que muestra la respuesta en voltaje a pulsos de corriente despolarizantes. Se observa cómo aumenta la frecuencia de disparo de la célula a la vez que se alteran los potenciales de acción. También se observa la despolarización del potencial de membrana. B. Cambios en resistencia, frecuencia media de disparo y potencial de membrana provocados por una solución de H2O2. En los diagramas se observan los cambios en resistencia y en la corriente de la línea base. Cada línea muestra una neurona. C. Disminución de la frecuencia de los eventos sinápticos espontáneos tras la aplicación de H2O2. Este efecto no fue reversible incluso tras un lavado prolongado. Modificado de Nani y col., 2010.  
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Además, el glutatión es el encargado de retirar los aldehídos y junto a las enzimas dismutasas, que explicaremos en el siguiente apartado, forma parte importante de los procesos de detoxificación (Ademowo y col., 2017; Krag, 2011). La relación entre el GSH y la forma oxidada disulfuro del glutatión (GSSG) es la que marca la capacidad antioxidante del glutatión. Otro antioxidante no enzimático es la vitamina C, que protege de la oxidación a las lipoproteínas de baja densidad mediante la transferencia de uno o dos de sus electrones. Cuando realiza su acción puede reducirse de nuevo para comenzar otra vez el ciclo (Linster y Van Schaftingen, 2007). Sin embargo la vitamina C puede actuar como pro-oxidante en algunas circunstancias, como cuando interacciona con hierro libre (Carri y col., 2003). La vitamina E también es un antioxidante no enzimático importante que protege de la oxidación a los lípidos. Al igual que en el caso anterior, la vitamina E puede volver a su forma reducida de forma directa mediante el glutatión o de forma indirecta por la vitamina C (Valko y col., 2007).  Antioxidantes enzimáticos. Entre ellos encontramos las superóxido dismutasas (SOD), catalasas, glutatión peroxidasas o las glutatión reductasas. Las SOD son las responsables de catalizar la siguiente reacción:   
    Existen tres formas de SOD en humanos denominadas citosólica (Cu/Zn-SOD), mitocondrial (Mn-SOD) y extracelular (EC-SOD). De estas tres la más interesante para nuestra investigación es la Cu/Zn-SOD o SOD1. Esta enzima está compuesta por dos subunidades idénticas cada una de las cuales tiene en su sitio activo un átomo de Cu y otro de Zn unidos por un residuo de histamina. Estas SOD1 tienen un papel principal en la primera línea de la defensa antioxidante (Battistoni y col., 1998; Casareno y col., 1998; Mates y col., 1999; Stroppolo y col., 1998), y de ahí que mutaciones en el gen que la codifica se hayan identificado, como veremos más adelante, en pacientes con Esclerosis Lateral Amiotrófica (ELA).   Las catalasas son unas enzimas intracelulares que se encuentran principalmente en los peroxisomas y el citosol de la célula, aunque las podemos encontrar también en menor medida en las mitocondrias (Mates y col., 1999). Los niveles de catalasas son bastante bajos en la mayoría de las regiones cerebrales (Valko y col., 2007). Estas enzimas reaccionan con el H2O2 de manera eficiente para dar H2O y O2 (ver reacción; Mates y col., 1999). También presentan una función 
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peroxídica ya que provocan la oxidación de donadores de hidrógeno como el etanol, el metanol o los fenoles como vemos a continuación (Aebi, 1984; Mates y col., 1999).       Las catalasas no son esenciales para algunos tipos de células pero tienen un papel importante en la adquisición de tolerancia al estrés oxidativo en la respuesta adaptativa de las células (Mates y col., 1999).   Las últimas dos enzimas antioxidantes que vamos a describir están ligadas al glutatión: la glutatión peroxidasa y la glutatión reductasa. La glutatión peroxidasa protege a las células del estrés oxidativo catalizando la reducción de hidroperóxidos a través del GSH como vemos en esta reacción (Mates y col., 1999):     Por su parte, la acción de la glutatión reductasa mantiene los niveles de GSH catalizando la reducción de nicotinamida adenina dinucleótido fosfato (NADPH) haciendo que el GSSG pase a GSH. De esta manera se consigue un balance elevado de GSH/GSSG lo que permite que continúe la actividad de la glutatión peroxidasa (Acuña-Castroviejo y col., 2009; Mates y col., 1999).   2.5. Neurodegeneración: mecanismos implicados, implicación del estrés oxidativo y estrategias de neuroprotección. Las enfermedades neurodegenerativas son patologías en las que el sistema nervioso se deteriora de manera progresiva e irreversible. Algunas de las enfermedades más importantes de este grupo, tanto por su sintomatología como por el gran impacto que tienen en la población, son la enfermedad de Parkinson, la enfermedad de Alzheimer o la ELA. A día de hoy, se desconocen aún muchos aspectos relacionados con el inicio y el desarrollo de las diversas enfermedades neurodegenerativas. Basándonos en los numerosos resultados obtenidos a lo largo de la pasada década y en el amplio estudio de estas enfermedades en la actualidad conocemos un poco más  los mecanismos que las desencadenan. Gracias a estos avances hemos podido comprobar de una manera cada vez más evidente que algunos de estos mecanismos son comunes a las diversas patologías neurodegenerativas. Podemos afirmar que la agregación de 
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proteínas, el daño mitocondrial, la neuroinflamación y el estrés oxidativo y la producción de ROS están involucrados en los procesos de daño neuronal que subyacen en estas patologías neurodegenerativas (Bozzo y col., 2017). Sin embargo, el mecanismo específico responsable de la neurodegeneración aún no se conoce con exactitud (Do-Ha y col., 2017; Jovanovic y Jovanovic, 2013; Martin y col., 2017).   La agregación de proteínas en el SNC es un rasgo compartido por las enfermedades neurodegenerativas. Las proteínas agregadas van a ser específicas para cada enfermedad pero probablemente los mecanismos patogénicos sean comunes. En la enfermedad de Alzheimer se 
pƌoduĐe la aĐuŵulaĐióŶ de β-amiloide y proteínas tau en el cerebro (Hashimoto y col., 2003). Este 
β-amiloide va a formar depósitos fuera de las neuronas conocidos como placas seniles y la fosforilación de la proteína tau provoca que se formen agregados intraneuronales y pierda su función (Li y col., 2013; Ohnishi y Takano, 2004). En la enfermedad de Parkinson son 
ĐaƌaĐteƌístiĐos los Đueƌpos de LeǁǇ, foƌŵados poƌ la agƌegaĐióŶ de la α-sinucleína y la ubiquitina. 
La aĐuŵulaĐióŶ de esta α-sinucleína va a provocar la muerte de las neuronas dopaminérgicas (Xiang y col., 2013). Cuando se desarrolla la enfermedad de Huntington una de las dos copias que tenemos los humanos del gen huntingtina genera una proteína huntingtina mutante que es propensa a formar agregados (Li y col., 2013). En la ELA se producen unas inclusiones proteicas en los somas y axones de las neuronas motoras que van a provocar, en última instancia, la destrucción de estas células. Estas inclusiones suelen contener ubiquitina y alguna de las proteínas asociadas comúnmente a la ELA como la SOD1, TDP-43 o FUS (Deng y col., 2011, 2014; Li y col., 2013).  Numerosos estudios muestran que la disfunción mitocondrial está involucrada en la patogénesis de muchas enfermedades neurodegenerativas (Bhat y col., 2015). Las mitocondrias son orgánulos que se encuentran en las células eucariotas y que son muy importantes en numerosos procesos celulares como la síntesis de ATP y de determinados metabolitos, la homeostasis del Ca2+, la producción de ROS o la apoptosis. Estos orgánulos son muy dinámicos y están continuamente en fusión, fisión y transporte (Gao y col., 2017). Las mitocondrias tienen una gran cantidad de enzimas redox que participan en la transferencia de electrones en la cadena respiratoria y si se produce alguna alteración en este proceso va a conllevar la generación de ROS. Debido al exceso de estas ROS y mutaciones ambientales del ADN mitocondrial se puede producir un fallo energético que repercute en el inicio de las enfermedades neurodegenerativas (Bhat y col., 2015). Hirai y colaboradores en 2001 fueron los pioneros en encontrar en la enfermedad de Alzheimer cambios morfológicos en las mitocondrias, ya que estas se encontraban fragmentadas 
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y con daños en la estructura de su membrana (Gao y col., 2017; Hirai y col., 2001). Además, se ha 
desĐƌito Ƌue las β-amiloides, que hemos descrito antes, pueden acumularse en las mitocondrias e interaccionar con diversas proteínas provocando la disfunción de la mitocondria (Du y col., 2008). La enfermedad de Parkinson y la de Huntington también se relacionan con la disfunción mitocondrial ya que las neuronas de la substancia nigra acumulan numerosas deleciones en el ADN mitocondrial (Gasser, 2007) y la huntingtina mutada puede asociarse con la mitocondria y provocar alteraciones en sus funciones, así como producir su fragmentación o la disminución de los niveles de ATP (Wang y col., 2009).  Las enfermedades neurodegenerativas también están relacionadas con la pérdida de la regulación de la respuesta inflamatoria en el tejido cerebral (Aguilera y col., 2017). En el cerebro se producen procesos inflamatorios cuando por culpa de una infección las células inmunes atraviesan la barrera hematoencefálica y llegan para combatirla. Además, en el tejido cerebral hay varios tipos celulares que expresan unos receptores, conocidos como receptores de reconocimiento de patrones, que localizan proteínas mal plegadas, ácidos nucleicos dañados o péptidos agregados y cuando lo hacen activan vías de señalización que van a provocar una inflamación. Por otro lado, la inflamación en el tejido cerebral puede desencadenarse por la activación de algún tipo celular como la microglía, los astrocitos o las neuronas. Todas ellas tienen receptores para citoquinas y otros mediadores de la inflamación, participando así en la regulación de la respuesta inflamatoria en el cerebro (Aguilera y col., 2017; Heneka y col., 2014, 2015).   El estrés oxidativo es otro de los grandes mecanismos asociados a la aparición de alguna de las enfermedades neurodegenerativas, ya sea por sí solo o desencadenado por la inflamación. Se ha descrito que la activación de la microglía tiene cierta relación con el estrés oxidativo ya que esta activación viene acompañada de la formación de ROS, las cuales son utilizadas por las células como primera defensa contra los patógenos. Las ROS a su vez hacen que aumente la activación de la microglía convirtiendo el proceso en un ciclo que se retroalimenta. Además, con esta activación se produce la atracción de los macrófagos que se infiltran en el tejido y provocan una mayor inflamación (Leszek y col., 2016). Las ROS tienen un papel importante en la respuesta inflamatoria ya que intervienen en distintos mecanismos, como ejercer de mediadores de la activación de linfocitos T o intervenir en los procesos de migración y adhesión celular (Aguilera y col., 2017). Todos estos datos muestran la estrecha relación que existe entre la respuesta inflamatoria y el estrés oxidativo y de ahí que la alteración de alguno de estos procesos pueda derivar en un daño celular en el SNC.   
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Existe la posibilidad que el estrés oxidativo esté también relacionado con la agregación de proteínas (Salim, 2017). Algunos estudios como los de Li y colaboradores muestran cómo las ROS pueden intervenir en la formación de las placas seniles, la agregación de huntingtina mutante o de α-sinucleína (Li y col., 2013). Asimismo, existen estudios que muestran que la formación de estos agregados proteicos puede generar a su vez la aparición de más ROS. Esto puede ocurrir 
poƌ la agƌegaĐióŶ de β-aŵiloide o de la α-sinucleína en las neuronas dopaminérgicas (Shelat y col., 2008; Xiang y col., 2013). Esta producción excesiva de ROS, deƌiǀada de la agƌegaĐióŶ de β-amiloide, puede provocar la LPO que provoca a su vez la alteración de la permeabilidad de la membrana activándose así mecanismos excitotóxicos relacionados con el aumento del flujo de Ca2+. Además, estos mecanismos pueden alterar la neurotransmisión y por tanto comprometer el normal funcionamiento neuronal (Salim, 2017).  En los siguientes apartados nos centraremos en las evidencias que existen sobre la implicación del estrés oxidativo en la etiopatogenia de la ELA y estudiaremos las posibles estrategias de neuroprotección que se puedan llevar a cabo. Dentro de estas estrategias hablaremos de la melatonina y sus posibilidades para ser un agente neuroprotector o incluso ser una posible estrategia terapéutica en el tratamiento de dicha enfermedad.     2.5.1. Esclerosis Lateral Amiotrófica e implicación del estrés oxidativo. La ELA es una enfermedad fatal resultante de la degeneración de las motoneuronas superiores e inferiores, incluyendo las neuronas piramidales de la capa V de la corteza motora las cuales regulan el control voluntario de los movimientos (Mochizuki y col., 2011). El primero en observar esta patología fue Charles Bell en el año 1830, pero fue el neurólogo Dr. Jean-Martin Charcot quien describió la enfermedad al completo y le puso nombre (Mathis y col., 2017). Charcot describió la ELA como una patología esporádica del adulto, resultado de la degeneración progresiva del sistema motor, abarcando a las motoneuronas superiores, inferiores y sus distintas proyecciones en los troncos nerviosos periféricos. Todo esto conlleva una debilidad y atrofia muscular general, progresiva y rápida que frecuentemente acaba en la muerte del paciente (Charcot y Joffroy, 1869). Charcot utilizó el término ELA para referirse a esta enfermedad por primera vez en el año 1874. Este término hace referencia al endurecimiento que puede notarse en la autopsia de los pacientes de las columnas laterales de la médula espinal y la atrofia muscular generalizada. La ELA está incluida en la clasificación de las enfermedades de la neurona motora tras la descripción que hicieron de ella Brain y Walton en 1969 (Rowland, 2001).   
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La degeneración de las neuronas motoras superiores es la causa de la aparición de la espasticidad, hiperreflejos y además compromete el control motor, mientras que la degeneración de las motoneuronas inferiores se caracteriza por una debilidad muscular y muerte celular (Boillée y col., 2006; Kim y col., 2014). Se trata de una enfermedad actualmente incurable que conlleva la muerte del paciente en un periodo de 3 a 5 años tras su diagnóstico. Este fallecimiento suele estar causado por una insuficiencia respiratoria. A pesar de este pronóstico tan desfavorable, hay una variación considerable en la tasa de supervivencia y más de un 10% de los pacientes de ELA superan los 8 años de vida desde la aparición de los primeros síntomas (Martin y col., 2017). En esta enfermedad se ven afectadas la comunicación oral, la deglución, la respiración y la autonomía motora. Además, esta enfermedad se caracteriza por llevar asociada una parálisis muscular que deriva en una incapacidad completa del individuo, aunque no se ven afectadas la sensibilidad, la motilidad ocular, el control de los esfínteres ni las funciones mentales.   Existen numerosos estudios epidemiológicos que hablan de una incidencia que oscila entre los 1-2 casos por cada 100.000 habitantes al año (Martin y col., 2017). Esta incidencia es algo superior en determinadas zonas como la isla de Guam, la península de Kii, la tribu Anguru o la población de la isla de Guadalupe en el Caribe (Camacho y col., 2015). La prevalencia de esta patología es baja ya que trae asociada una alta tasa de mortalidad. La edad media a la que comienza esta enfermedad suele estar entre los 55 y los 65 años, aunque en el caso de la ELA hereditaria el inicio es a edades más tempranas. Además, esta patología es un poco más frecuente en hombres que en mujeres (Camacho y col., 2015), con un ratio aproximado hombre:mujer de 3:2 (Martin y col., 2017). Para conseguir una mayor homogeneidad en el diagnóstico y en el reclutamiento de pacientes para estudios clínicos, en 1990 la Federación Mundial de Neurología se reunió en El Escorial (Madrid) para establecer unos criterios diagnósticos basados en la pƌeseŶĐia de deteƌŵiŶados sigŶos ĐlíŶiĐos ĐoŶoĐidos Đoŵo ͞Cƌiteƌios de El EsĐoƌial͟. Estos criterios se han reevaluado en varias ocasiones, la última de ellas por Brooks en el año 2000. En 
el año Ϯ008 se deĐide Đaŵďiaƌ los ͞Cƌiteƌios de El EsĐoƌial͟ poƌ otƌos ĐoŶoĐidos Đoŵo ͞Cƌiteƌios 
de Aǁaji͟. Estos Đƌiteƌios se ďasaŶ eŶ el uso de téĐŶiĐas Ǉ ƌegistƌos eleĐtƌofisiológiĐos paƌa diagnosticar la presencia de ELA en un paciente (de Carvalho y col., 2008). Estos nuevos criterios presentan la misma especificidad, pero mayor sensibilidad, que los usados anteriormente (Mathis y col., 2017; Tabla 2.1).    
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 Tabla 2.1. Criterios revisados de El Escorial para el diagnóstico de la Esclerosis Lateral Amiotrófica (ELA) con el algoritmo electrodiagnóstico de Awaji incluido. Modificado de Costa y col., 2012.   Aproximadamente en un 5-10% de los casos el origen de la ELA tiene un componente genético. Podemos decir que hay tres genes que tienen un papel importante en el desarrollo de esta enfermedad. El primero de ellos es el gen de la SOD1, que se identificó por primera vez en el año 1993. La proteína de SOD1 es un secuestrador de radicales libres cuya pérdida de su función conlleva un incremento del daño celular causado por estos radicales libres. Los ratones transgénicos knock out de SOD1 desarrollan una degeneración de las neuronas motoras y, por esta razón, se utilizan como modelo de la enfermedad (Martin y col., 2017). Se han encontrado mutaciones en el gen SOD1 (Cu/Zn SOD1 citosólico) en aproximadamente un 20% de los individuos que presentan esta forma de ELA familiar (Synofzik y col., 2012). El segundo gen importante es el TAR-DBP, que codifica la proteína TDP-43, la cual está involucrada en la regulación de la expresión de ARN. Por último, el tercer gen con un papel importante relacionado con la ELA es el gen C9orf72, encargado de regular el tráfico de endosomas y la autofagia en neuronas, el cual presenta una expansión masiva de un hexanucleótido en el intrón 1 (Martin y col., 2017).  Sin embargo, en el 90% de los casos la ELA es esporádica y la causa inicial todavía es desconocida. La degeneración de las motoneuronas en la ELA esporádica puede ser consecuencia de una combinación de mecanismos que incluyen la excitotoxicidad, que provoca disfunciones 
CATEGORÍA DIAGNÓSTICA Descripción  ELA Clínicamente Definitiva Definida por la evidencia clínica o electrofisiológica de la presencia de signos tanto de neurona motora inferior como superior en la región bulbar y al menos en 2 regiones espinales o la presencia de signos de neurona motora inferior y superior en 3 regiones espinales ELA Clínicamente Probable Definida por la evidencia clínica o electrofisiológica de la presencia de signos de neurona motora inferior y superior en al menos 2 regiones con algunos signos de neurona motora superior necesariamente en la región rostral a los signos de neurona motora inferior. Los Criterios de El Escorial tienen otra categoría adicional llamada ͞ELA Probable apoyada por el laboratorio", definida cuando se encuentran signos de disfunción de la neurona motora inferior y superior en 1 sola región pero existen signos electrofisiológicos de pérdida de la neurona motora inferior en 2 o más regiones. ELA Clínicamente Posible Definida por la evidencia clínica o electrofisiológica de signos de disfunción de neurona motora inferior y superior en 1 sola región o la aparición de signos únicamente de neurona motora superior en dos o más regiones o se encuentran signos de neurona motora inferior en una zona rostral respecto a los signos de neurona motora superior. 
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mitocondriales y desregulación de la homeostasis del Ca2+, la agregación aberrante de proteínas, neuroinflamación, alteración de los canales iónicos y de la excitabilidad y toxicidad ambiental (Cleveland y Rothstein, 2001; Foran y Trotti, 2009; Grosskreutz y col., 2007; Guatteo y col., 2007; Martorana y col., 2012; Philips y Robberecht, 2011; Pieri y col., 2013, 2009; Saba y col., 2016; Van Den Bosch y col., 2006; Yin y col., 2017; Zona y col., 2006; Figura 2.8). También se cree ampliamente que el estrés oxidativo tiene un papel importante en el desarrollo de esta enfermedad (Niedzielska y col., 2016; Poppe y col., 2014; Reynolds y col., 2007; Figura 2.8).   Numerosas evidencias muestran que el estrés oxidativo, causado por la participación a diferentes niveles de ROS, en particular peróxido de hidrógeno (H2O2), el anión superóxido (O2-) o peroxinitritos, contribuye en gran medida a la degeneración neuronal y de ahí que pueda ser   
 Figura 2.8. Posibles mecanismos implicados en la neurodegeneración de la ELA. En esta figura podemos observar un resumen de los distintos procesos que pueden provocar la neurodegeneración que se observa en la ELA. Entre estos mecanismos encontramos la excitotoxicidad por glutamato, la disfunción mitocondrial, la agregación de proteínas, el aumento del estrés oxidativo, la neuroinflamación o factores genéticos. Tomado de Kiernan y col., 2011.  
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uno de los factores en el desarrollo de la ELA (Figura 2.8; Cleveland y Rothstein, 2001; Reynolds y col., 2007). De hecho, un estudio clínico reciente demostró que la magnitud de estrés oxidativo se correlaciona bien con la severidad clínica de los pacientes con ELA (Ikawa y col., 2015).   Algunas de las proteínas que se consideran importantes en la patogénesis de la ELA como SOD1 y TDP-43 pueden causar la pérdida de funciones de la mitocondria afectando a la expresión de proteínas mitocondriales (Turner y col., 2013). Por ejemplo, la SOD1 mutante puede afectar a varios componentes importantes de la mitocondria como los canales voltaje dependientes de aniones (Israelson y col., 2010) o las proteínas antiapoptóticas Bcl2 (Pedrini y col., 2010). Otro hecho importante es que debido al daño que provoca la SOD1 mutante las mitocondrias no se encuentran distribuidas de manera homogénea a lo largo de los axones de las neuronas motoras (Vande Velde y col., 2011). Por otra parte la agregación aberrante de proteínas y su mal plegamiento es otro signo importante en la ELA (Figura 2.8). Los mecanismos por los que se produce son desconocidos, pero se sabe que el estrés oxidativo y la desregulación del estado redox afecta a la conformación de las proteínas y su estructura. La oxidación de los grupos tiólicos de las proteínas crea unos puentes disulfuro aberrantes los cuales alteran la estructura proteica y provoca el mal plegamiento (Dormann y col., 2010; Parakh y col., 2013). Según los resultados obtenidos por Philips y Robberecht en 2011, la neuroinflamación es otro de los mecanismos que pueden estar implicados en la patogénesis de la ELA (Figura 2.8). Existen diversos estudios con pacientes de ELA que confirman este hecho ya que se han encontrado niveles elevados de marcadores de inflamación como la proteína C reactiva, las interleucina-6 y 13 o la proteína quimiotáctica de monocitos 1 (Turner y col., 2013).   La alteración del metabolismo energético y los factores ambientales también son mecanismos a tener en cuenta al hablar de la patogénesis de la ELA. Existen estudios que han demostrado que el balance energético de todo el cuerpo se ve afectado en la ELA, lo que contribuiría a la neurodegeneración de las neuronas motoras (Dupuis y col., 2011, 2004). Otros indicadores como el índice de masa corporal, el estado nutricional general o los lípidos circulantes en sangre están relacionados con un pronóstico de supervivencia favorable (Dupuis y col., 2008; Marin y col., 2011). En cuento a los factores ambientales no hay nada concluyente. Se estima que el uso por parte de los habitantes de las islas del Pacífico Sur de una planta llamada Cycas circinalis como alimento o medicina puede estar relacionado con la alta incidencia de la zona (Bailey-Wilson y col., 1993). Esta enfermedad neurodegenerativa se ha relacionado con elevados niveles ambientales de aluminio (Guiroy y col., 1987). Por otra parte, algunos estudios clínicos muestran 
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que los combatientes que participaron en la Guerra del Golfo presentan el doble de probabilidades de padecer ELA esporádica que el resto de la población (Smith y col., 2000).  Otro factor importante con el que se ha relacionado la ELA es la presencia de elevados niveles de excitotoxicidad por glutamato (Figura 2.8). El aumento de la liberación de glutamato desde las terminaciones presinápticas puede inducir excitotoxicidad en las motoneuronas tanto superiores como inferiores (King y col., 2016; Maekawa y col., 2004). Al mismo tiempo puede proponerse que el aumento del glutamato pueda deberse a la alteración de la actividad de los astrocitos, ya que se encargan de la regulación de la recaptación de neurotransmisores del espacio sináptico (Do-Ha y col., 2017). Una activación excesiva de los receptores de glutamato puede inducir la cascada de excitotoxicidad (Spalloni y col., 2013). Esta excitotoxicidad puede producir la muerte neuronal por el aumento del flujo de Ca2+, el cual produce la activación de determinadas enzimas, así como la pérdida de funciones en la mitocondria (Van den Bosch y col., 2006). La desregulación del metabolismo del glutamato y de su eliminación se demuestra por el aumento de los niveles de glutamato que se encuentran en el líquido cefalorraquídeo (LCR) de pacientes de ELA (Rothstein y col., 1990). Por otra parte, el análisis post-mortem de la expresión de los transportadores de glutamato, encargados de eliminar el glutamato del espacio sináptico, muestra una disminución de los transportadores aminoácidos excitadores EAAT1 y EAAT2 que se expresan de forma específica en los astrocitos (Rothstein y col., 1995). En ratones SOD1 mutantes también se ha encontrado afectaciones del transportador EAAT2 en los astrocitos, lo que explicaría la mayor vulnerabilidad de las neuronas a la excitotoxicidad (Pardo y col., 2006).   Durante esta investigación vamos a estudiar el papel que desempeña el estrés oxidativo en el daño de las neuronas de la corteza motora. El interés en estudiar el estrés oxidativo surge cuando se descubre que una mutación en el gen SOD1, y que como ya hemos mencionado codifica una de las enzimas antioxidantes más importantes de nuestro organismo, se encuentra aproximadamente en el 20% de los casos de ELA familiar (Barber y Shaw, 2010). Un hecho interesante es que la propia SOD1 es susceptible a la oxidación (Turner y col., 2013). Estudios post-mortem en humanos han demostrado que hay indicadores bioquímicos que muestran que se produce un amplio daño de los lípidos, proteínas y ADN debidos al estrés oxidativo (Bogdanov y col., 2000), además de cambios en vías de señalización sensibles al estado redox (Turner y col., 2013) relacionados con casos tanto de ELA esporádica como asociada a mutaciones en SOD1. A parte de estos indicadores se han encontrado numerosos marcadores potenciales de estrés oxidativo al analizar el LCR y la sangre de pacientes de ELA (Turner y col., 2009). También se han encontrado evidencias de daño oxidativo en el ARN y alteraciones en el procesamiento del ARNm 
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en la fisiopatología de la ELA (Chang y col., 2008). Por otra parte, otro factor que relaciona el estrés oxidativo con la aparición de la ELA es la alteración del factor de transcripción Nrf2. Este factor es un regulador de la respuesta antioxidante y reacciona al estrés oxidativo uniéndose y aumentando la regulación de los genes que codifican elementos de la respuesta antioxidante (Turner y col., 2013). Evidencias relativamente recientes muestran cómo el Nrf2 se encuentra alterado en modelos de ELA con mutantes SOD1 y en el SNC de pacientes de ELA (Sarlette y col., 2008). Con estos datos queda claro que la ELA, y las enfermedades neurodegenerativas en general, tiene una fisiopatología muy compleja en la cual el estrés oxidativo puede representar un factor común en la degeneración de las neuronas motoras (Carri y col., 2015).  Un signo muy importante en la patología de la ELA es la hiperexcitabilidad cortical. En términos electrofisiológicos la hiperexcitabilidad se describe como un aumento o una respuesta exagerada a un estímulo (Do-Ha y col., 2017). Diversos estudios con estimulación magnética transcraneal han demostrado que se da una hiperexcitabilidad cortical en pacientes con ELA, la cual se detecta antes del comienzo de los síntomas de la enfermedad y que es un factor común a los distintos tipos de ELA familiar debida a mutaciones en SOD1, FUS o C9orf72 (Do-Ha y col., 2017; Vucic y col., 2011, 2008). Además de en la ELA familiar la hiperexcitabilidad también se ha observado en diversos estudios realizados en ELA esporádica (Vucic y col., 2008; Williams y col., 2013). De estos descubrimientos se ha propuesto que la degeneración de las motoneuronas en la ELA puede ser el resultado de esta hiperexcitabilidad cortical. No se conocen los mecanismos exactos que provocan la hiperexcitabilidad pero se han propuesto cinco como posibles candidatos: la interrupción de la inhibición cortical, la disfunción iónica, la desregulación de la homeostasis del K+, la excitotoxicidad por glutamato y el estrés oxidativo (Geevasinga y col., 2014; King y col., 2016).   Hay evidencias de que la interrupción de la inhibición cortical es un desencadenante de la hiperexcitabilidad cortical (Geevasinga y col., 2014). La mayoría de las interneuronas de la corteza son inhibidoras y utilizan el áĐido γ-aminobutírico (GABA) y la glicina como neurotransmisores. Las interneuronas GABAérgicas son las que juegan el papel más importante en la regulación de la excitabilidad cortical (Do-Ha y col., 2017). Un estímulo por debajo del nivel umbral en un individuo sano va a conllevar la activación de las interneuronas inhibidoras GABAérgicas reduciendo así la excitabilidad de las neuronas piramidales (Wagle-Shukla y col., 2009). Diversos estudios han relacionado la interrupción de la inhibición cortical con la hiperactividad de cierto tipo de interneuronas en modelos de ratón TDP-43, la desregulación de los genes que codifican para las subuŶidades α de los ƌeĐeptores de GABA o con la afectación de 
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corrientes inhibidoras mediadas por receptores GABA en ratones wobbler (Do-Ha y col., 2017; Moser y col., 2013; Petri y col., 2003). Todos estos resultados muestran una importante desregulación en la señalización GABAérgica, tanto en modelos animales como en tejidos post-mortem de pacientes de ELA. No obstante, todavía faltan por conocer los mecanismos concretos que subyacen a esta hiperexcitabilidad. Por tanto, para explicar la hiperexcitabilidad cortical se necesitaría una caracterización más precisa para determinar si hay un incremento de la transmisión excitadora o una interrupción de la inhibición, y si ésta contribuye a la excitotoxicidad en las motoneuronas en la ELA.  Un hecho importante es que el comienzo de la ELA no tiene un patrón clínico definido y se caracteriza por una amplia variabilidad clínica. Esto, sumado a la falta de una prueba de diagnóstico eficiente y a la ausencia de biomarcadores, hace muy complejo un diagnóstico precoz (Caballero-Hernandez y col., 2016). La identificación de biomarcadores ayudaría a evitar el retraso en el diagnóstico de la enfermedad, que actualmente se encuentra entre 10 y 12 meses, y por tanto del desarrollo de terapias eficaces contra esta enfermedad (Mathis y col., 2017; Turner y col., 2013). En la búsqueda de estos biomarcadores se están realizando estudios de proteómica en los biofluidos y en las biopsias de distintos tejidos. Entre los biofluidos usados en los distintos ensayos para identificar biomarcadores podemos citar el LCR, la sangre, la orina o la saliva. La sangre, aunque es bastante accesible, tiene una gran complejidad proteica y las proteínas que intervienen en la función neuronal se encuentran en una concentración mucho menor que en el LCR. Por su parte, el LCR es un excelente candidato ya que se encuentra muy próximo a las regiones que muestran muerte celular durante la ELA (Turner y col. 2013). De ahí que durante la década pasada se haya producido un aumento de los estudios que utilizan el LCR como posible fuente de biomarcadores. Más recientemente se ha empezado a utilizar la espectrometría de masa para identificar a estos posibles candidatos (Mitchell y col., 2009; Ryberg and Bowser, 2008; Turner y col., 2013). Los posibles biomarcadores que se encuentran en el LCR pueden dividirse en dos grupos: aquellos que reflejen la pérdida neuronal y los que indiquen procesos de neuroinflamación. Estos biomarcadores del LCR además de ser útiles para ayudar en el diagnóstico de la ELA, podrían servir para monitorizar los efectos de las terapias farmacológicas o como indicadores del pronóstico de la enfermedad (Sussmuth y col., 2010; Turner y col., 2013; Wilson y col., 2010). Otras fuentes interesantes de biomarcadores pueden ser el músculo esquelético (ya que es uno de los más afectados por la enfermedad y es accesible fácilmente para poder biopsiarlo), la piel, tejidos post-mortem o el uso de distintas técnicas neurofisiológicas como la electromiografía, la estimulación magnética transcraneal, la miografía de impedancia eléctrica o técnicas de neuroimagen, o los estudios de excitabilidad neuronal cortical (Mathis y 
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col., 2017). Entre los últimos descubrimientos en este campo de los biomarcadores están los microARN (miARN). Estas moléculas de miARN están presentes en los fluidos corporales humanos de una manera notablemente estable (Gallego y col., 2012; Mitchell y col., 2009) y nos revelan información sobre los cambios que ocurren en las células de las que provienen, entre ellas las neuronas, por lo que los miARN detectados en el LCR nos darán información sobre las condiciones fisiológicas y patológicas del cerebro (Benigni y col., 2016). En algunas enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer, el Parkinson o la esclerosis múltiple se han estudiado los niveles de estos miARN con resultados prometedores (Burgos y col., 2014; Denk y col., 2015).  2.5.2. Estrategias de neuroprotección en la Esclerosis Lateral Amiotrófica. Actualmente no existe cura para la ELA y por el momento ningún tratamiento ha demostrado ser eficaz. A día de hoy, el único medicamento que se utiliza de forma habitual como terapia farmacológica y que ha probado tener un efecto discreto en la supervivencia a la ELA es el riluzol (Ajroud-Driss y Siddique, 2015; Mathis y col., 2017). Este fármaco es un derivado del benzotiazol y ha mostrado tener un efecto neuroprotector leve en los pacientes de ELA. La administración oral diaria de 100 mg de riluzol eleva hasta un 15% la probabilidad de sobrevivir durante un año y tras 18 meses de tratamiento prolonga la supervivencia durante 3 meses (Geevasinga y col., 2016; Mathis y col., 2017). Los mecanismos por los que el riluzol produce su efecto neuroprotector parecen complejos y aún no se conocen completamente. La acción más conocida de este fármaco es la capacidad de antagonizar la excitotoxicidad por glutamato, es decir como agente antiglutamatérgico (Geevasinga y col., 2016). Estos efectos antiglutamatérgicos los lleva a cabo mediante diversos mecanismos como la inhibición de la liberación de glutamato desde las terminaciones pre-sinápticas, aumentando la recaptación del glutamato por parte de los astrocitos o antagonizando los receptores inotrópicos de glutamato (Azbill y col., 2000; Do-Ha y col., 2017; Dunlop y col., 2003). Además de estos efectos relacionados con el glutamato, el riluzol también actúa sobre las funciones de los canales de Na+. Este fármaco inhibe las corrientes persistentes y transitorias de Na+ aunque en pacientes de ELA solo reduce las transitorias sin afectar a las persistentes (Do-Ha y col., 2017; Geevasinga y col., 2016).  Los resultados obtenidos con este tratamiento son esperanzadores, pero como hemos comentado los efectos son todavía muy discretos y hay que realizar mejores aproximaciones terapéuticas probando nuevas terapias o combinaciones de ellos. Por esta razón, recientemente se ha empezado a investigar la posibilidad de usar sustancias antioxidantes como terapia en la ELA ya que, como hemos comentado anteriormente, el estrés oxidativo es uno de los mecanismos que podrían estar relacionados con la patogénesis de la enfermedad. Uno de estos antioxidantes 
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con los que se trabaja actualmente es la melatonina. La melatonina (N-acetyl-5-methoxytryptamine; Figura 2.9.A) es una hormona natural sintetizada en la glándula pineal a partir del triptófano. Una vez sintetizada, la melatonina no se almacena en la glándula pineal sino que difunde hacia la sangre capilar y el LCR (Tan y col., 2007; Figura 2.9.B). Esta melatonina se secreta siguiendo un ciclo circadiano y alcanza su pico máximo por la noche ya que la luz solar provoca la inhibición de su síntesis (Figura 2.9.A). Además de la glándula pineal, otros órganos o células tienen la capacidad de sintetizar melatonina, como por ejemplo, el tracto gastrointestinal, los leucocitos, la médula ósea o algunas áreas del SNC (Hardeland, 2008; Jimenez-Jorge y col., 2007). En la mayoría de estos lugares la melatonina se libera en poca cantidad o dicha liberación está supeditada a condiciones específicas. Un factor a tener en cuenta es el hecho de que la melatonina es una molécula anfipática, por lo que puede atravesar todas las barreras biológicas del organismo. Por esto, las mitocondrias son capaces de captar melatonina de forma activa de una manera dosis y tiempo dependiente (Acuña-Castroviejo y col., 2009) protegiéndose del estrés oxidativo en el mismo momento en que se produce.  La melatonina participa en diversas funciones corporales entre las que podemos incluir el sueño, la regulación del ciclo circadiano o la inmunorregulación (Pandi-Perumal y col., 2006). Además, la melatonina es un potente secuestrador de radicales libres (hidroxilo, carbonato y varios radicales orgánicos, así como numerosas RNS) y actúa como regulador de enzimas redox (Galano y col., 2011). La melatonina también puede aumentar el potencial antioxidante de las células ya que estimula la síntesis de enzimas antioxidantes como las SOD, glutatión peroxidasa y glutatión reductasa (Pandi-Perumal y col., 2013). En comparación con otras sustancias antioxidantes como la vitamina C y E o la N-acetilcisteína, la melatonina ha demostrado tener un mayor efecto protector contra el estrés oxidativo y más eficacia como secuestrador de radicales libres, incluso cuando estos otros antioxidantes se usaron en concentraciones 10.000 veces superiores (Acuña-Castroviejo y col., 2009; Galano y col., 2011). Además, puede potenciar los efectos de otros antioxidantes como la vitamina C y el NADH (Pandi-Perumal y col., 2013).  El mecanismo de acción por el que la melatonina realiza su acción antioxidante está basada en su gran capacidad para donar un electrón gracias a su alto potencial redox y a la capacidad de donar un átomo de hidrógeno al NH de su anillo pirrólico para generar un radical el 
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 45  Figura 2.9. Melatonina. A. Fórmula estructural de la melatonina y ciclo de inhibición/estimulación en la síntesis de melatonina. Modificado de Koch y col., 2009; Escames y Acuña-Castroviejo, 2009. B. Vías implicadas en la estimulación y síntesis de la melatonina. Esquema que muestra la ruta de síntesis de la melatonina en la glándula pineal. Abreviaturas: SCN, núcleo supraquiasmático; PVN,núcleo paraventricular; SCG, ganglio cervical superior; NE, norepinefrina o noradrenalina; NAT, Nacetiltransferasa ; HIOMT, hidroxiindol-O-metiltransferasa. Modificado de Reiter, 1994.   
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cual puede reaccionar con el O2·- para producir N1-acetil-N2-formil-5-metoxiquinurenamina y      N1-acetil-5-metoxiquinurenamina. Estos últimos son a su vez antioxidantes y conforman con la melatonina la cascada antioxidante (Acuña-Castroviejo y col., 2009; Tan y col., 2007).  La melatonina se utiliza en clínica como fármaco desde hace muchos años debido a su seguridad y buena tolerancia por parte de los pacientes, incluso a dosis elevadas, y su capacidad para atravesar fácilmente la barrera hematoencefálica. Entre las patologías tratadas con este fármaco encontramos los trastornos causado por jet-lag, trastornos del sueño como el insomnio o últimamente síntomas depresivos y trastornos de ansiedad (Madsen y col., 2017; Weishaupt y col., 2006). En la bibliografía actual podemos encontrar numerosos estudios donde se muestra la capacidad antioxidante de la melatonina y su papel como antiapoptótico y antiexcitotóxico (Acuña-Castroviejo y col., 2009; Escames y col., 2004; Sainz y col., 2013). Existen varios estudios en modelos de ratones SOD1G93A que demuestran la capacidad de la melatonina para retrasar la progresión de la enfermedad hasta en un 25% (Ganie y col., 2016; Weishaupt y col., 2006; Zhang y col., 2013). Por otra parte, el estudio realizado por Jaiswal entra en contradicción con estos autores al mostrar que el riluzol sí es capaz de disminuir la degeneración de motoneuronas e inhibir moderadamente la excitotoxicidad al contrario que la melatonina (Jaiswal, 2016). Por el momento no se ha conseguido trasladar de una manera eficiente los estudios realizados en modelos animales a pacientes humanos debido a deficiencias en el diseño, la corta duración de los estudios y la gran variabilidad genética que presentan los humanos respecto a los modelos animales usados (Patel y Hamadeh, 2009). En la actualidad no existen muchos ensayos clínicos con melatonina, a parte de los realizados por los equipos de Jacob y Weishaupt en los años 2002 y 2006 respectivamente (Jacob y col., 2002; Weishaupt y col., 2006). En el estudio de 2006, Weishaupt y colaboradores utilizaron melatonina en una concentración de 300 mg/día aplicada a la hora de dormir en forma de supositorios. Esta nueva forma de aplicación presenta varias ventajas: rápida absorción vía enteral, evita el metabolismo de primer paso hepático y los pacientes no tienen que tragar (mecanismo que se ve comprometido en la ELA). Los 31 pacientes fueron tratados por Weishaupt y su grupo durante unos 12 meses demostrando que la aplicación crónica de melatonina no presenta ningún efecto adverso, incluso mejoró el ciclo del sueño de alguno de estos pacientes. Como resultado de este estudio, los autores han comprobado que tras el tratamiento de los pacientes de ELA con melatonina hay una mejora de los niveles de carbonilos proteicos, detectados en sangre periférica y utilizados como marcador bioquímico de estrés oxidativo, hasta alcanzar niveles similares a los de los pacientes control (Weishaupt y col., 2006). Este es un resultado prometedor que avalaría el uso de la melatonina como terapia farmacológica. No obstante, son necesarios más ensayos clínicos a parte de los disponibles hasta 
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la fecha, ya sea con melatonina sola o combinada con otros fármacos, para esclarecer el potencial del uso de este antioxidante en pacientes de ELA.      
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3. PLANTEAMIENTOS Y OBJETIVOS 
 3.1. Planteamientos e hipótesis. La mayoría de las enfermedades neurodegenerativas son enfermedades que están asociadas al envejecimiento y debido al aumento de la esperanza de vida de los individuos en los países desarrollados, el porcentaje de estas patologías ha aumentado en los últimos años de manera alarmante. Se caracterizan por una muerte progresiva y, en la mayoría de los casos, selectiva de las neuronas en distintas áreas del SNC. El gran impacto social y económico que estas enfermedades suponen tanto para los pacientes como para su entorno familiar, así como para los sistemas nacionales de salud de cada país hace imprescindible un mejor conocimiento de estas patologías, así como de los mecanismos patogénicos implicados y de nuevas terapias para el tratamiento de las mismas. La etiopatogenia de la mayoría de estas patologías, aún desconocida, parece ser multifactorial existiendo ciertos fenómenos comunes en todas ellas, como son el estrés oxidativo, la neuroinflamación, la agregación proteica y el daño mitocondrial. De entre todos estos procesos patogénicos, el estrés oxidativo, concretamente la producción de ROS, parece jugar un papel fundamental en la génesis de estas enfermedades. Una de las enfermedades neurodegenerativas más importantes, tanto por su gravedad, como por las limitaciones que supone padecerlas, es la ELA. En esta enfermedad, las neuronas afectadas son las neuronas de la corteza motora, las neuronas motoras del tronco del encéfalo y las neuronas de la médula espinal. Niveles elevados de estrés oxidativo se han encontrado en el LCR de pacientes que padecen ELA. No obstante, si el estrés oxidativo es el responsable directo de la degeneración neuronal en los pacientes con ELA y los mecanismos precisos por los que se produce la muerte neuronal o por los que el estrés oxidativo pudiera producir la muerte neuronal no se conocen con exactitud.  En este contexto, la hipótesis de este trabajo es que el estrés oxidativo per se es capaz de provocar alteraciones a nivel de las propiedades de membrana de las neuronas piramidales de la corteza motora y/o de sus entradas sinápticas y producir un desequilibrio en la excitabilidad que precedería a la muerte de las células.   3.2. Objetivos.  Con la finalidad de validar la hipótesis de trabajo nos plateamos como objetivo general estudiar el efecto del estrés oxidativo, generado por medio de un hidroperóxido orgánico, sobre las propiedades de membrana de las neuronas piramidales de la corteza motora y sobre la transmisión sináptica de esta población en preparaciones de rodaja in vitro.  
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Los objetivos específicos fueron los siguientes: 
 Cuantificar el efecto del HC 10 µM sobre las siguientes propiedades electrofisiológicas de membrana: 
 Potencial de membrana. 
 Resistencia de entrada.  
 Reobase, voltaje de despolarización y voltaje umbral. 
 Características del potencial de acción. 
 Ganancia de la relación entre intensidad de corriente inyectada y frecuencia de potenciales de acción generada. 
 Frecuencia máxima de disparo de potenciales de acción. 
 Corriente de cancelación del disparo repetitivo. 
 Determinar y analizar si los efectos del estrés oxidativo sobre las propiedades de membrana son tiempo y/o dosis dependiente. 
 Determinar la capacidad del HC para producir LPO en la población neuronal estudiada. 
  Cuantificar el efecto del HC 10 µM sobre la transmisión sináptica estudiando las siguientes características de las corrientes postsinápticas excitadoras (EPSC) e inhibidoras (IPSC): 
 Amplitud 
 Frecuencia 
 Pendiente de subida 
 Constante de bajada 
 Comprobar si el antioxidante melatonina es capaz de ejercer como neuroprotector bajo las condiciones de este estudio.    
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4. MATERIALES Y MÉTODOS  4.1. Sujetos experimentales.  Los experimentos se llevaron a cabo en ratas Wistar jóvenes (20-40 días postnatales) de ambos sexos. Los experimentos se realizaron en estricta concordancia con las recomendaciones de la Guía para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio de la Directiva 2003/65 de la Comunidad Europea, así como al Real Decreto Español 120/2005 y a las regulaciones de la Universidad de Sevilla para el cuidado y uso de animales de laboratorio. El protocolo de investigación seguido en los experimentos fue aprobado por el Comité Ético de Experimentación de la Universidad de Sevilla (25-05-2013).   4.2.  Preparaciones de rodajas cerebrales.   La técnica de preparaciones in vitro para el estudio de las áreas motoras del SNC se viene utilizando en nuestro grupo de investigación desde hace más de veinte años (ver por ejemplo los primeros estudios en Núñez-Abades y col., 1993, 2000). Para la obtención de las rodajas cerebrales, las ratas se anestesiaron profundamente con hidrato de cloral (4%, Panreac). Una vez desaparecidos los reflejos, tanto el de parpadeo como el de retracción de la extremidad, el animal se perfundió transcardíacamente con LCR artificial con bajo calcio a 4ºC. Posteriormente, el animal se decapitó, el cerebro se extrajo rápidamente y se colocó en una placa de Petri fría que contenía LCR artificial modificado con un bajo contenido en calcio (Figura 4.1.A). En la placa, y con la ayuda de un bisturí, se seccionó el cerebro, se eliminó el cerebelo y nos quedamos únicamente con la parte más rostral que contiene la zona de estudio (Figura 4.1.B). El tejido se cortó en secciones transversas de un grosor de 3ϬϬ μŵ usando un vibratomo (NVLSM1, WPI; Figura 4.1.C). Las rodajas cerebrales que contenían la corteza motora primaria (Figura 4.1.D) se colocaron durante 30 minutos en los pocillos de un recipiente o cámara de mantenimiento rellena de LCR artificial a ∼37 °C. Posteriormente, las rodajas se mantuvieron durante un periodo <6 horas a ~21ºC en la misma cámara y solución (Figura 4.1.E). El LCR se burbujeó con una mezcla de gases que contenía 95% O2 y 5% CO2. La composición del LCR artificial fue la siguiente (datos en mM): 126 NaCl, 2 KCl, 1,25 Na2HPO4, 26 NaHCO3, 10 glucosa, 2 MgCl2 y 2 CaCl2. Para la perfusión y el obtención de rodajas se modificó la solución de LCR artificial disminuyendo el calcio y aumentando el magnesio: 4 MgCl2 mM y 0.1 CaCl2 mM.    
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 Figura 4.1. Obtención, preparación y mantenimiento de rodajas cerebrales, localización de la estructura y elaboración de microelectrodos.  A.  Cerebro recién extraído en placa de Petri con líquido cefalorraquídeo (LCR).  B.  Imagen mostrando la parte del cerebro de la rata que seleccionamos para el estudio. C. Fotografía ilustrando el método de corte del cerebro con el vibratomo.  D.  Imagen indicando la zona de estudio (M1: corteza motora primaria) en una rodaja representativa y la localización del electrodo de registro. E. Cámara de mantenimiento. F. Bomba de perfusión. G. Estirador de pipetas vertical. H. Electrodos. En la parte superior se muestra un electrodo que sería descartado en nuestro estudio por tener la punta demasiado fina, y en la parte inferior se muestra un electrodo de patch de características idóneas para realizar este proyecto.   
Materiales y Métodos | 
 
 57 
4.3.  Preparación de micropipetas/microelectrodos de patch-clamp. Las micropipetas de patch se obtuvieron utilizando un estirador de pipetas vertical (PC-10, Narishige; Figura 4.1.G) a partir de tubos de vidrio de borosilicato de 1 mm de grosor con capilar interno (diámetro interno 0.6, diámetro externo 1 mm; Narishige GD-1). Para los experimentos de fijación de corriente, las micropipetas se rellenaron con una solución de gluconato de potasio (datos en mM): 120 K-gluconato, 10 KCl, 10 fosfocreatina, 2 MgATP, 0,3 NaGTP, 0,1 EGTA, 10 ácido 2-[4-(2-hidroxietil)-piperazin-1-il]etanosulfónico (HEPES). Esta solución se ajustó a pH 7,3 con KOH. Para los experimentos realizados en la configuración de fijación de voltaje las micropipetas se rellenaron con una solución en la que el gluconato de potasio se sustituyó por metanosulfonato de cesio y cuya composición fue (en mM): 125 MeSO4Cs, 10 KCl, 10 HEPES, 0,5 EGTA, 2 ATP-Mg, 0,3 GTP-Na2. En este caso la solución se ajustó a pH 7,3 con CsOH. Para los registros en fijación de voltaje en los que se pretendía demostrar la existencia de una corriente tónica dependiente de receptores GABAA, se modificó la solución intracelular para llevar el ECl-l a 0 mV y así visualizar esta corriente con mayor facilidad. La composición fue la siguiente (en mM): 140 CsCl, 2 MgCl2, 0,05 EGTA and 10 HEPES, ajustado a un pH de 7,3 con CsOH. La osmolaridad de todas las soluciones fue de 285-290 mosmol/kg, ajustada con sacarosa. Sólo se utilizaron aquellas micropipetas que cumplieron los siguientes requisitos: 1) punta firme; 2) bordes romos no cortantes; 3) diminución progresiva del diámetro desde el cono hasta la punta; y 4) que dieran lugar a microelectrodos de resistencia entre 5-7 MΩ para fijación de corriente y de entre 3-5 para fijación de voltaje. La figura 4.1.H ilustra en la parte inferior un electrodo de patch que cumple visualmente todas las características para un buen registro, y en la parte superior otro que sería directamente descartado por su aspecto.   4.4.  Registros electrofisiológicos de patch-clamp en la configuración de célula entera.  Las rodajas que incluyeron  la corteza motora primaria se transfirieron de una en una a la cámara de registro (Figura 4.2.A-B) dónde se perfundieron con LCR artificial oxigenado (pH 7,4; 33ºC) con una bomba peristáltica (Harvard Apparatus) a una tasa de 1 mL/min (Figura 4.1.F). El LCR artificial se mantuvo durante todo el proceso de perfusión a 33°±1°C mediante un calentador con termostato (TC 324B; Warner). Las neuronas de la corteza motora se visualizaron usando un microscopio Nikon Eclipse FN1 equipado con una óptica de contraste interferencial diferencial para visualizar infrarrojo (IR-DIC), y una cámara WAT-902H2 Ultimate (Figura 4.2.A). Para el estudio se utilizaron dos objetivos: un objetivo de 4X de aire para localizar la zona de registro y un objetivo de inmersión en líquido de 40x para localizar las neuronas a registrar (Figura 4.2.B). Las neuronas corticales piramidales de la capa V se diferenciaron por su morfología típica que 
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incluye un gran soma con forma piramidal o triangular y una prominente dendrita apical que se extiende verticalmente hacia la superficie pial (Figuras 4.2.D).  Los registros se realizaron en la configuración de whole-cell o célula entera. En esta configuración el interior de la pipeta queda en contacto directo con el citoplasma, permitiendo estudiar la corriente o la diferencia de voltaje que existe a través de toda la membrana celular. El primer paso para la obtención de la citada configuración consiste en aproximar, con un micromanipulador monitorizado (Sutter MP-225; Figura 4.2.C), la punta de la pipeta a la superficie de la membrana (Figura 4.2.D). Es conveniente que a la pipeta se le aplique una ligera presión positiva para evitar que le entre solución extracelular y que se ensucie o bloquee, lo que imposibilitaría la formación posterior del sello. A continuación, la pipeta se va acercando al soma de la célula a registrar (Figura 4.2.E) y cuando aparece un halo blanco en la superficie del soma (Figura 4.2.F) se suprime la presión positiva y se aspira levemente hasta que exista una adhesión perfecta entre el exterior de la pipeta y la membrana de la célula. Se dice entonces que se ha formado un sello de alta resistencia o giga-sello (denominado así porque la resistencia obtenida y monitorizada en el ordenador es de entre 1 y 100 gigaOhms, Figura 4.2.G-H). En este momento nos encontramos en la configuración de cell-attached o célula adherida, siendo necesario aplicar una ligera succión adicional para conseguir que el sello se rompa y que el interior de la pipeta entre en contacto con el citoplasma. Los registros electrofisiológicos se llevaron a cabo utilizando el amplificador MultiClamp 700B (Multiclamp 700B, Axon Instruments, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA) (Figura 4.2.G). Solo los registros obtenidos con pipetas con una resistencia de acceso entre 5 y 20 MΩ se aceptaron para su posterior análisis. Las corrientes capacitivas rápidas debidas al circuito RC constituido por la membrana celular se compensaron mediante el software del Multiclamp 700B en un 50-70%, al igual que los producidos por la micropipeta que se compensaron de forma automática tras la formación del Gigasello. Los registros se pasaron por un filtro de baja frecuencia a 2-10 kHz y los datos obtenidos se digitalizaron a 20 kHz con un convertidor análogo – digital Digidata 1550 (Figura 4.2.G) y se adquirieron usando el programa pCLAMP 10 (Molecular Devices). Los datos se almacenaron en un ordenador (TTL computer con Intel inside Core i3; Figura 4.2.H) y posteriormente se analizaron utilizando el software Clampfit 10.4 (Molecular Devices) y en el caso de los experimentos de eventos sinápticos el software Stimfit 0.14 (https://github.com/neurodroid/stimfit).   4.4.1. Registros de fijación de corriente y análisis. En la primera parte de nuestra investigación realizamos experimentos de fijación de corriente con el objeto de estudiar el efecto del HC en las propiedades intrínsecas de membrana  
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 59  Figura 4.2.  Sistemas de visualización, registro y almacenamiento de la señal electrofisiológica.  A. Fotografía ilustrando los equipos necesarios para la visualización de las células y los accesorios de registro para patch-clamp. B. Objetivos utilizados para el estudio y cámara de registro. C. Micromanipulador monitorizado. D-F. Imágenes mostrando la aproximación del electrodo a la superficie del soma de las neuronas seleccionadas. En la foto D = dorsal, y M = medial. G-H. Fotografías ilustrando los equipos utilizados para el registro y almacenamiento de la señal electrofisiológica.   
Materiales y Métodos |  
 
 60 
de las neuronas piramidales de la capa V de la corteza motora primaria. Para ello, se analizaron sus parámetros electrofisiológicos en situación de control, y posteriormente se añadió a la perfusión de LCR artificial, HC a una concentración de 10 µM. Los parámetros se cuantificaron a los 5, 15 y 30 minutos de la aplicación del oxidante. Los parámetros que se registraron y cuantificaron fueron los siguientes: capacitancia celular, potencial de membrana de reposo, resistencia de membrana (resistencia de entrada), reobase, voltajes de despolarización y umbral, amplitud y duración del potencial de acción, ganancia de la frecuencia de disparo, frecuencia máxima de disparo y corriente de cancelación.  El potencial de membrana en reposo se midió como la diferencia entre los potenciales intracelulares y extracelulares tras la extracción del electrodo de registro de la célula. La resistencia de entrada, a la que a lo largo del texto nos vamos a referir como resistencia de membrana o simplemente resistencia, se determinó mediante la inyección de pulsos cuadrados de corriente positivos y negativos (500 ms, 1 Hz; con incrementos de 5 pA; Figura 4.3.A) y se calculó como la pendiente de la relación existente entre corriente y voltaje (relación I-V). Cuando hubo evidencias de una rectificación de voltaje, o sag, el valor de voltaje usado para el cálculo de la resistencia fue el valor alcanzado en el pico de voltaje. La reobase, que se define como la mínima corriente inyectada (pulso cuadrado de 100 ms, 1 Hz; incrementos de 5 pA) que genera un potencial de acción en el 50% de los casos, se determinó aplicando pulsos de corriente despolarizantes (100 ms, 1Hz, en pasos de 10 pA). El voltaje de despolarización fue el incremento de potencial de membrana requerido por la célula para alcanzar el umbral de disparo. El voltaje umbral se tomó como aquel valor del potencial de membrana al que se producía el potencial de acción con la corriente reobase. El potencial de acción unitario se produjo mediantes pulsos 
despolarizaŶtes (ϭϬϬ μs, 5–20 nA). En el potencial de acción se determinó la amplitud y duración. La amplitud se calculó como la diferencia en voltaje entre el umbral del potencial y el pico. El valor de la duración del potencial de acción fue determinado como la anchura a la mitad de su amplitud. La frecuencia de disparo se midió con pulsos cuadrados de corriente despolarizantes (1 s, 0.5 Hz; incrementos de 10–50 pA; Figura 4.3.B). La frecuencia tónica de disparo repetitivo de potenciales de acción se tomó como la media del número de espigas durante los últimos 500 ms de la descarga repetitiva. La ganancia se calculó como la pendiente de la relación existente entre la frecuencia de disparo y la corriente aplicada (relación I-F). La frecuencia máxima de disparo se consideró como la frecuencia más alta alcanzada por la neurona y la corriente de forma repetitiva. 
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 61 Figura 4.3. Análisis de los parámetros electrofisiológicos de una neurona piramidal de la corteza motora usando el software Clampfit 10.4. A. En esta figura podemos observar el análisis de la resistencia de entrada de una neurona piramidal de la corteza motora. En ella se observa la respuesta en voltaje a pulsos cuadrados de corriente positiva y negativa de 500 ms de duración. En rojo aparece representado el cero o línea base del potencial de membrana de la neurona. B. En esta figura vemos el análisis de las propiedades repetitivas de disparo de una neurona piramidal. En ella podemos observar el patrón de disparo de la neurona en respuesta a un pulso de corriente despolarizante de 1 segundo de duración. Nótese también la amplitud de los potenciales de acción que genera la neurona, cercanos a los 100 mV.  
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Posteriormente, quisimos saber si los efectos encontrados en la primera parte de nuestro estudio tras la aplicación de HC a 10 µM eran reversibles. Como el efecto de muchos compuestos depende del tiempo de actuación del mismo, el estudio de la reversibilidad del HC se realizó a dos tiempos diferentes de actuación. En primer lugar se estudió la reversibilidad del HC a los 5 minutos de tratamiento y en segundo lugar se estudió la reversibilidad del HC a los 15 minutos del tratamiento. En ambos casos el protocolo fue el siguiente: 1) se perfundió la rodaja con LCR artificial y se registró en situación control los parámetros fisiológicos de la neuronal piramidal  seleccionada; 2) se perfundió la rodaja con LCR artificial conteniendo 10 µM de HC durante 5 o 15 minutos y se registró los parámetros fisiológicos en esta situación de LPO; y 3) se perfundió la rodaja con LCR artificial y se volvieron a registrar los parámetros fisiológicos a los 15 y 30 minutos del lavado del oxidante. Este protocolo se llevó a cabo de forma secuencial en la misma neurona y finalmente se compararon los parámetros en situación control, durante la perfusión con HC y durante el lavado del oxidante.   Una vez caracterizados los efectos del HC a 10 µM quisimos estudiar si estos efectos eran los mismos independientemente de la concentración del oxidante, o si por el contrario, el HC ejercía efectos diferenciales sobre las propiedades electrofisiológicas de las neuronas dependiendo de su concentración. Para ello se escogieron otras dos concentraciones de 1 y 100 µM, y a continuación se realizó a estas dos nuevas concentraciones el mismo experimento que para 10 µM. Así, la rodaja se perfundió inicialmente con LCR artificial normal, para estudiar sus parámetros electrofisiológicos en la configuración de fijación de corriente en situación control, y posteriormente con LCR artificial que contenía 1 o ϭϬϬ μM de HC duraŶte 3Ϭ ŵiŶutos. Las respuestas en voltaje se adquirieron a los 0, 5, 15 y 30 minutos tras la aplicación del HC. Finalmente se hicieron 2 tipos de comparaciones: 1) para cada concentración de HC se estudió el efecto de este oxidante con el tiempo, comparando los valores de los parámetros a los 0, 5, 15 y 30 minutos en la misma célula; y 2) se comparó el efecto producido por la perfusión de HC entre las 3 poblaciones de neuronas de corteza motora expuestas a las distintas concentraciones de HC (1, 10 y 100 µM). Es este caso sólo se compararon los valores a los 30 minutos de registro. Al tratarse de poblaciones diferentes y no partir del mismo origen exacto, no se comparó el valor absoluto de los parámetros sino el valor del incremento en cada parámetro producido por el HC.   Para asegurarnos que existían diferencias dependientes de concentración de HC en las propiedades electrofisiológicas de las neuronas de la corteza motora se realizó un experimento adicional. En este caso, se expuso una misma neurona a las 3 concentraciones de HC de forma secuencial en orden creciente de concentración durante 10 minutos por concentración. Los 
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parámetros electrofisiológicos fueron analizados antes de la administración del HC y diez minutos después de la exposición a cada una de las 3 concentraciones y se compararon entre sí.  En los experimentos de fijación de corriente, todas las neuronas piramidales incluidas en los análisis mostraron un potencial de membrana de reposo estable de al menos -60 mV, un potencial de acción mayor de 90 mV y un disparo repetitivo en respuesta a pulsos despolarizantes (supra umbrales) de 1 segundo de duración. El electrodo se balanceó de forma periódica durante el registro para eliminar la posible modificación en la resistencia del electrodo. Los registros que mostraron deterioro en alguna propiedad electrofisiológica durante los estudios control fueron descartados. Para evitar problemas asociados con un lavado incompleto del HC o una recuperación incompleta de las condiciones control solo se registró una neurona piramidal por rodaja.   4.4.2. Registros en fijación de voltaje y análisis: En el siguiente paso de nuestra investigación abordamos el estudio del efecto del HC sobre las EPSC e IPSC en configuración de fijación de voltaje. Para ello se registraron los EPSC e IPSC, tanto los espontáneos como los miniatura (aquellos registrados en presencia de tetrodotoxina (TTX), que bloquea la liberación sináptica potencial de acción dependiente), fijando el potencial de membrana en -70mV (para registrar los EPSC) ó 0mV (para registrar los IPSC).   Para detectar los corrientes postsinápticas o eventos sinápticos se utilizaron registros continuos de 60 segundos de duración en cada una de las situaciones estudiadas: control (minuto 0) y a los 5, 15 y 30 minutos de aplicación de HC. Las corrientes postsinápticas espontáneas y en miniatura se analizaron con el software Stimfit 0.14 (Figura 4.4.) como se describe a continuación: Primero, se creó un molde preliminar ajustando una función (algoritmo descrito por Jonas y col., 1993) a un solo evento sináptico, elegido como representativo por ser unitario y de gran amplitud. A continuación, se estableció un umbral de detección muy restrictivo (80% de similitud al molde) y el software detectó en la totalidad del registro todos las corrientes sinápticas que se asemejaron a dicho molde. Seguidamente, se generó un nuevo molde o molde final ajustando de nuevo una función al promedio resultante de las corrientes sinápticas detectadas. Finalmente el software busca todos los eventos posibles que se ajustan al molde final, pero ahora se usó un umbral de detección menos restrictivo que el primero (60%). Al bajar el umbral de detección el software puede añadir falsos positivos o artefactos, que deben eliminarse manualmente. Por último, se realizó un ajuste a una función biexponencial al promedio de los eventos que se seleccionaron. Los parámetros que analizamos fueron los siguientes: 1) frecuencia (Hz) o número de corrientes 
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sinápticas por segundo; 2) amplitud media (pA) de las corrientes sinápticas detectadas; 3) pendiente de subida del evento (medido al 10-90%), que se define como el tiempo requerido por la señal para cambiar del 10% al 90% del valor de la amplitud desde la línea base al pico de amplitud; 4) constante de bajada (ms), definido como la constante de tiempo de la fase de vuelta a la línea base de partida de la señal; y 5) t50 o tiempo medido a la mitad de la amplitud del evento sináptico.   Por último, quisimos demostrar la presencia de una corriente tónica inhibidora en las neuronas piramidales de la corteza motora primaria e investigar si esta corriente tónica se veía afectada por HC. Durante estos experimentos, el potencial de membrana de las motoneuronas se continuó fijando en -70 mV, y se usó una solución intracelular basada en CsCl para obtener ECl- ~ 0mV.  La amplitud de la corriente tónica mediada por los receptores GABAA se calculó como la diferencia entre el nivel de corriente control y el nivel de corriente tras la inyección de un antagonista de los receptores GABAA.  Figura 4.4. Análisis de los eventos sinápticos utilizando el Software Stimfit 0.14. Figura que muestra parte del proceso de análisis de un evento sináptico utilizando el software Stimfit 0.14. Las líneas punteadas perpendiculares que se observan en la figura (en colores verde y gris) son cursores utilizados para determinar de forma automática la línea base (línea discontinua horizontal verde) y el pico máximo de amplitud del evento (línea discontinua horizontal roja). Sobre el evento podemos observar varios círculos de distintos colores que son los que nos marcan los parámetros analizados. Los círculos verdes a la izquierda del evento nos marcan la pendiente de subida que se define como el tiempo que transcurre desde que la señal pasa de un 10 a un 90 % de su valor total de amplitud. Los círculos azules indican el t50, el tiempo medido a la mitad de la amplitud total desde la línea base del evento analizado. El círculo rojo nos marca la constante de tiempo de bajada.   
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4.5. Soluciones farmacológicas.  La solución de HC se preparó justo antes de los experimentos a partir de una solución pura de HC (Sigma–Aldrich, St. Louis, MO, USA) almacenada a -80ºC. Los pasos a seguir hasta conseguir la dilución deseada de 10 µM fueron los siguientes: 1) se tomó 5,5 µL de HC puro y se mezcló con 494,5 µL de LCR; 2) dado que el HC es muy hidrófobo, la mezcla se homogenizó con la ayuda de un baño ultrasónico. Se supo que estaba bien disuelto porque la solución adquiere un color blanquecino; y 3) una vez realizado el paso anterior se obtiene una solución stock de 60 mM. De esa solución tomamos 17 µL y lo añadimos a 100 ml de LCR normal obteniendo una concentración final de 10 µM.  En los experimentos en los que se estudió el efecto del HC sobre los eventos sinápticos se utilizaron los siguientes fármacos: Tetrodotoxina (TTX, 1µM; Tocris Bioscience, Bristol, UK), 2-(3-carboxipropil)-3-amino-6-metoxifenil-piridazinium bromuro (SR95531 o Gabazina, 20µM; Tocris Bioscience, Bristol, UK), d-amino-fosfonovalerato (APV, 20µM; Tocris Bioscience, Bristol, UK) y 6-ciano-7-nitroquinoxalin-2,3-diona (CNQX, 50µM; Tocris Bioscience, Bristol, UK). Todos los fármacos se prepararon con antelación a la realización de los experimentos en soluciones stock (1-10 mM) y se almacenaron a -20ºC.  Posteriormente se realizaron experimentos para analizar la capacidad antioxidante de la melatonina. Para ello se preparó una solución de melatonina a una concentración de 50 µM (Sigma–Aldrich, St. Louis, MO, USA) en LCR artificial, en las que se incubaron las rodajas de cerebro por un  periodo mínimo de dos horas. La perfusión de las rodajas en la cámara de registro se hizo con la misma solución, a una tasa de 1 mL·min-1, a la cual se añadió posteriormente el HC 10 µM. Las disoluciones que contenían melatonina se protegieron de la luz para evitar su degradación.  El tiempo de intercambio en la cámara de registro entre el LCR artificial y las soluciones utilizadas, con cualquiera de los fármacos antes mencionados, fue de 1 minuto y 30 segundos, aproximadamente.   4.6. Métodos bioquímicos para la determinación de la peroxidación lipídica. Para completar nuestra investigación quisimos determinar el nivel de estrés oxidativo inducido por el HC. Para ello usamos una técnica para la medición de hidroperóxidos, basada en la rápida oxidación del Fe2+ mediada por hidroperóxidos bajo condiciones ácidas. El Fe3+ forma un cromóforo con naranja de xylenol que presenta una fuerte absorción a 560 nm (Jiang y col., 1991). 
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Las rodajas de cerebro que contenían la corteza motora primaria se sumergieron en LCR artificial con 1, 10 y 100 µM de HC y se incubaron durante 5, 15 y 30 minutos. Las rodajas se colocaron posteriormente en LCR normal para parar la reacción en cadena provocada por el HC y se almacenaron a continuación en una solución HEPES. Las rodajas se homogeneizaron durante 10 segundos utilizando un sonicador (Hielscher UP 100H). A continuación las muestras se centrifugaron a 2400 x g y se recogió el sobrenadante. El total de proteínas se determinó utilizando el método de Lowry. El protocolo para la medición de la LPO se adaptó para un lector de microplacas (Asys UVM 340). Se incubaron 40 µg de proteínas con 90 µl de H2SO4 durante 30 minutos. Después de la adición de 100 µl de la solución FOX (0.5 mM sulfato ferroso de amonio, 0.2 mM naranja de xylenol y 200 mM sorbitol en 25 mM H2SO4) la mezcla se incubó protegida de la luz a temperatura ambiente durante 45 minutos. La formación de iones férrico se detectó mediante la medida del complejo coloreado resultante con naranja de xylenol.  El mismo método se utilizó para estudiar el efecto protector de la melatonina frente a la LPO. En este caso el protocolo fue el siguiente: 1) se incubaron las rodajas en LCR artificial con melatonina 50 µM durante al menos dos horas y se analizaron los niveles de LPO para compararlos con el control y descartar efectos en la peroxidación simplemente debidos a la melatonina; 2) se incubaron rodajas en LCR artificial 10 µM de HC durante 5, 15 y 30 minutos y se estudió los niveles de LPO; y 3) rodajas incubadas con melatonina durante 2 horas se expusieron a continuación a LCR artificial con 10 µM de HC durante 5, 15 y 30 minutos y se estudiaron los niveles de LPO.   4.7. Análisis estadístico.  Para el análisis estadístico hemos usado los software SPSS 22.0 (IBM software, Armonk, NY, USA) y GraphPad Prism 6.01 (GraphPad Software Inc., La Jolla, USA). La distribución de los datos se analizó con un test de normalidad (Shapiro–Wilk Test). Se usó un t-test pareado para comprobar que los valores medios (minuto 0 y minuto 30) no variaban en los experimentos realizados para comprobar la viabilidad celular en un registro de larga duración usando la configuración de célula entera. Un análisis de la varianza (ANOVA) se utilizó para comparar las medias de los parámetros electrofisiológicos en los experimentos realizados  para comprobar el efecto del lavado del oxidante, y para analizar las diferencias en la aplicación secuencial del HC a distintas concentraciones. El test ANOVA de medidas repetidas se usó para analizar las medias de las variables tiempo (0, 5, 15 y 30 minutos) y concentración (1 µM, 10 µM, and 100 µM) para cada uno de los parámetros electrofisiológicos. Cuando se encontraron diferencias significativas se aplicó el test de Bonferroni para realizar comparaciones pareadas entre grupos.  
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En los experimentos realizados para estudiar el efecto del HC sobre los eventos sinápticos se usaron los mismos test estadísticos antes mencionados. Para saber si existen diferencias estadísticas en los distintos parámetros, entre las condiciones control y el resto de situaciones experimentales en la misma célula, se utilizó un test ANOVA de medidas repetidas para comparar las medias de los diferentes grupos de tratamiento. Cuando se encontraron diferencias significativas se usó el test de Bonferroni para realizar comparaciones pareadas entre grupos. Para analizar si había alguna diferencia significativa entre las corrientes postsinápticas de diferentes grupos de células, uno tratado con TTX y el otro tratado durante 30 minutos con HC, usamos el test de la t de Student.   En todos los casos dos grupos se consideraron significativamente diferentes si P ⩽ 0.05 (intervalo de confianza del 95%). La correlación entre variables se midió utilizando el coeficiente de correlación de Pearson (r). Los resultados recogidos en las tablas se han expresado como la media ± el error estándar de la media; donde n es el número de células analizadas. En las figuras y tablas representadas a lo largo de esta tesis un asterisco indica una diferencia estadística entre el control (las condiciones iniciales; minuto 0) y otro grupo (minuto 5, 15 o 30), mientras que una cruz indica una diferencia estadística entre dos grupos consecutivos.     
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5. RESULTADOS 
 5.1. Efectos del hidroperóxido de cumeno sobre el potencial de membrana de reposo en neuronas piramidales de la corteza motora.  Las neuronas piramidales de la capa V de la corteza motora se identificaron morfológicamente por su soma piramidal y su dendrita apical orientada dorsalmente. Estas neuronas presentaron en condiciones control un potencial de membrana de reposo estable de    -70,7±1,3 mV (Tabla 5.1) en el que no se observaron potenciales de acción espontáneos. La figura 5.1.A ilustra, en una neurona representativa, el efecto de la perfusión de la rodaja con 10 µM de HC sobre el potencial de membrana. En ella se observa que el potencial de membrana se despolariza aproximadamente 6 mV tras 15 minutos de perfusión. Como se muestra en la figura 5.1.B y en la tabla 5.1 para el total de la población estudiada (n=30), el potencial de membrana se despolarizó significativamente a los 5 minutos de la administración del oxidante. Posteriormente el potencial de membrana alcanzó valores algo más despolarizados a los 15 y 30 minutos, aunque las diferencias respecto a los 5 minutos no fueron estadísticamente significativas (Figura 5.1.B; Tabla 5.1). Así, el cambio medio en el potencial de membrana respecto al control fue 3,7±1,3 mV a los 5 minutos, 5,6±1,7 mV a los 15 minutos y 6,5±1,4 mV a los 30 minutos (Figura 5.1.C). No obstante, en uno de los casos estudiados la célula sufrió una gran despolarización (>25 mV) a los 30 minutos de exposición al HC y perdió por completo la capacidad de producir potenciales de acción.   5.2. Efectos del hidroperóxido de cumeno sobre la resistencia de membrana en neuronas piramidales de la corteza motora. Además de medir el efecto del HC sobre el cambio en el potencial de membrana, se monitorizó al mismo tiempo el cambio que se produjo en la resistencia de dicha membrana. Para ello se aplicaron pulsos de corriente negativa (-100 pA; 200 ms) cada minuto y se midió la respuesta en voltaje. En la figura 5.1.A se observa un aumento progresivo en la amplitud de la respuesta en voltaje frente a estos pulsos en los primeros 5 minutos tras la aplicación del HC (obsérvese el cambio desde la primera flecha hasta la segunda). Aplicando la ley de Ohm (R=V/I), el cambio en voltaje indicó un aumento en la resistencia de la membrana. Concretamente la resistencia de la célula pasó de un valoƌ eŶ situaĐióŶ ĐoŶtƌol de Ϯϯϴ MΩ, a ϮϵϬ MΩ a los ϱ ŵiŶutos. A continuación, el cambio en el potencial de membrana a los mismos pulsos de corriente fue disminuyendo progresivamente (obsérvese el cambio desde la segunda flecha hasta la tercera) 
hasta alĐaŶzaƌ uŶ ǀaloƌ de ƌesisteŶĐia de ϭϳϭ MΩ a los ϭϱ ŵiŶutos.   
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 Figura 5.1. Efectos del hidroperóxido de cumeno (HC) sobre el potencial de membrana en neuronas piramidales de la corteza motora. A. Registro en el que se muestra la respuesta típica del potencial de membrana y la respuesta en voltaje a pulsos de corriente negativa de -100 pA al añadir HC 10 µM al baño de perfusión. La primera flecha negra, situada a la izquierda, indica el cambio en voltaje en situación control, la segunda a los 5 minutos tras la aplicación de HC y la tercera a los 15 minutos tras la aplicación de HC. B. Histograma ilustrando el valor de potencial de membrana en situación control y a 5, 15 y 30 minutos de administración de HC. C. Histograma donde se muestran los incrementos del potencial de membrana acumulado, a partir de la situación control, a los 3, 5, 15 y 30 minutos. En esta figura y en las siguientes: i) las medidas están expresadas en media ± su error estándar, ii) los asteriscos indican significación estadística entre dicha columna y la situación control y iii) las cruces representan significación estadística entre columnas correlativas.   Un análisis más detallado del efecto del HC sobre la resistencia de la membrana se realizó mediante la inyección de pulsos de corriente despolarizantes e hiperpolarizantes (desde -50 pA hasta +50 pA con incrementos de 5 pA) de 500 ms de duración. En la figura 5.2.A-D se muestran en una neurona representativa las respuestas en voltaje de la membrana a la inyección de corriente en las distintas situaciones de estudio (control, 5, 15 y 30 minutos tras la administración del HC). Como se puede observar en la figura, a los 5 minutos tras la exposición al HC la célula presenta una mayor respuesta en voltaje frente a los mismos pulsos de corriente respecto de la situación control. Sin embargo, a los 15 y 30 minutos esta respuesta fue menor respecto a dicha situación control. Además, también se puede observar que tanto en la situación control como a los  5  minutos  tras la  aplicación del  HC la  neurona  muestra una  rectificación del  potencial de  
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 73  Figura 5.2. Efectos del hidroperóxido de cumeno (HC) sobre la resistencia de membrana en neuronas piramidales de la corteza motora. A-D. Respuestas del voltaje de membrana a pulsos de corriente despolarizante e hiperpolarizante de 500 ms de duración. Se representan para simplificar la figura los pulsos con incrementos de 10 pA. En las figuras A y B es posible observar también la presencia de sag (flecha). E. Relación entre la corriente y la respuesta en voltaje de la membrana en la misma célula representada en A-D. F. Histograma donde se muestran los valores medios de resistencia de membrana para el total de la población.   
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membrana, conocida como sag, aproximadamente a los 80 ms de duración del pulso hiperpolarizante (que responde a la activación de una corriente Ih, Robinson y Siegelbaum, 2003). Este sag desaparece a los 15 minutos de aplicación de HC. La figura 5.2.E muestra la relación entre la intensidad y la respuesta en voltaje de la neurona representada en 5.2.A-D. Los valores de voltaje representados en esta figura se midieron en el pico de máximo cambio en voltaje (aproximadamente a los 80 ms). A partir de los datos se obtuvo una relación lineal entre la intensidad de la corriente y la respuesta en voltaje de la membrana (Figura 5.2.E). Este ajuste lineal (P<0,001; r>0,98) fue similar en toda la población de neuronas estudiadas. De la pendiente de la recta obtenida en la representación de la relación I/V se obtuvo el valor de resistencia de la membrana. Para el caso de la neurona representada en la figura 5.2.A-E la resistencia control de la neurona fue de ϭϬϴ MΩ ;Figuƌa ϱ.ϮA Ǉ EͿ, Ƌue auŵeŶtó a los ϱ ŵiŶutos hasta uŶ ǀaloƌ de ϭϯϰ 
MΩ ;Figuƌa ϱ.ϮB Ǉ EͿ paƌa luego iƌ desĐeŶdieŶdo a los ϭϱ Ǉ ϯϬ ŵiŶutos a ǀaloƌes de ϲϳ MΩ (Figura 
ϱ.ϮC Ǉ DͿ Ǉ ϲϰ MΩ ;Figuƌa ϱ.ϮD Ǉ EͿ, ƌespeĐtiǀaŵeŶte. Estos datos se ĐoŶfiƌmaron para el total de la población (n=30). Así la resistencia de membrana aumentó significativamente tras 5 minutos 
de apliĐaĐióŶ de HC ƌespeĐto a la situaĐióŶ ĐoŶtƌol ;ϭϴϴ,ϰ±ϭϵ,Ϭ MΩ vs Ϯϭϰ,ϵ±Ϯϰ,ϯ MΩͿ. Sin embargo, a los 15 y 30 minutos de actuación del oxidante la resistencia disminuyó significativamente respecto a la situación control y a los 5 minutos de aplicación del HC 
;ϭϯϱ,ϯ±ϭϲ,Ϯ MΩ Ǉ ϭϮϬ,ϳ±ϭϲ,ϳ MΩ, respectivamente). Los valores a los 30 minutos, aunque fueron ligeramente inferiores a los de 15 minutos, no llegaron a ser estadísticamente diferentes a éstos últimos (Figura 5.2.F; Tabla 5.1).   5.3. Efectos del hidroperóxido de cumeno sobre la reobase y el voltaje de despolarización en neuronas piramidales de la corteza motora.  La administración de HC 10 µM provocó cambios en la reobase de las neuronas piramidales de la corteza motora. La figura 5.3.A-D ilustra, en una neurona representativa, la respuesta del potencial de membrana a la corriente despolarizante que genera un potencial de acción (reobase), en las condiciones control y a los 5, 15 y 30 minutos de la exposición al HC. La reobase, que en la situación de control fue de 220 pA (Figura 5.3.A), disminuyó a los 5 minutos hasta 160 pA (Figura 5.3.B). Posteriormente, aumentó a valores de 320 y 340 pA a los 15 y 30 minutos, respectivamente (Figura 5.3.C-D). Los valores medios de reobase de la población total de neuronas registradas (n=30) en el estudio se recogen en la figura 5.3.E y en la tabla 5.1. Así, la reobase disminuyó significativamente tras 5 minutos de aplicación de HC respecto a la situación control (176,5±22,4 pA vs 156,0±20,9 pA), mientras que aumentó significativamente respecto a esta situación y al control a los 15 y 30 minutos de actuación del oxidante (278,7±40,2 pA y 287,9±44,3  pA  respectivamente). Los  valores  a  los  30  minutos,  aunque  fueron  ligeramente  
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 Figura 5.3. Efectos del hidroperóxido de cumeno (HC) sobre la reobase y el voltaje de despolarización (Vdep) en neuronas piramidales de la corteza motora. A-D. Respuesta del potencial de membrana a su corriente reobase (a la menor  intensidad de corriente a la que da el primer potencial de acción). Nótese que el voltaje umbral (Vumb) no se modifica. E-F. Histograma donde se representan los valores medios de reobase (E) y voltaje de despolarización (F).  
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superiores a los obtenidos a los 15 minutos, no llegaron a ser estadísticamente diferentes a éstos (Figura 5.3.E; Tabla 5.1). Los cambios encontrados en la reobase cursaron en paralelo a los cambios encontrados en la resistencia de membrana descritos en el apartado anterior, y de ahí que concluyamos que en todo momento los cambios en la corriente reobase son consecuencia de la bajada en la resistencia de la membrana siguiendo la ley de Ohm.  La figura 5.3.A-D muestra además los cambios encontrados en el voltaje de despolarización. Para este ejemplo, el voltaje disminuyó progresivamente desde 33,2 mV en la situación control hasta 25,0 mV tras 30 minutos de exposición al HC. En general, para el total de la población estudiada, la exposición a HC provocó una disminución en el voltaje de despolarización que fue significativo tras 5 minutos de actuación del HC (31,3±1,2 mV vs. 28,3±1,8 mV). Posteriormente y aunque los valores de voltaje fueron disminuyendo a los 15 (27,4±1,8 mV) y 30 (25,5±2,2 mV) minutos no se encontraron diferencias estadísticamente significativas respecto a los 5 minutos (Figura 5.3.F; Tabla 5.1).    Finalmente, en la figura 5.3.A-D también se puede observar cómo la aplicación de HC al baño no produjo cambios en el voltaje umbral de la célula mostrada. De hecho, no se encontraron diferencias significativas entre el control y las distintas medidas realizadas tras la aplicación de HC (Tabla 5.1). De estos resultados podemos concluir que la disminución del voltaje de despolarización no es un efecto que se deba a la disminución del voltaje umbral, sino más bien es consecuencia de la despolarización producida en el potencial de membrana tras la administración de HC que se ha descrito anteriormente en el apartado 5.1.   5.4. Efectos del hidroperóxido de cumeno sobre la amplitud y la duración del potencial de acción en neuronas piramidales de la corteza motora. Las neuronas piramidales de la corteza motora no generan potenciales de acción cuando se registran a su potencial de membrana en reposo. Estos se obtuvieron aplicando pulsos de corriente despolarizantes de 100 µs de duración a intensidades variables, en el rango de 10 a 20 nA. En la figura 5.4.A se muestran los potenciales de acción de una neurona representativa obtenidos en la situación control y a los 5, 15 y 30 minutos de la exposición al HC. En los registros se observa que el HC produjo una disminución progresiva de la amplitud de la espiga del potencial de acción. En situación control la amplitud fue de 115 mV, mientras que a los 5 minutos bajó a 104 mV, a los 15 minutos a 98 mV y, por último, a los 30 minutos a los 90 mV. Los valores promedio para toda la población estudiada de neuronas piramidales de la corteza motora se muestran  en  la  figura  5.4.B. En  situación control  la amplitud media  fue 118,0±0,5 mV, a los 5  
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                             Figura 5.4. Efectos del hidroperóxido de cumeno (HC) sobre la amplitud y la duración del potencial de acción en neuronas piramidales de la corteza motora. A. Respuesta del potencial de membrana a pulsos de corriente despolarizante de 100 µseg de duración. Los potenciales de acción obtenidos en la situación control, y a 5, 15 y 30 minutos tras la exposición al HC se muestran superpuestos alineados al comienzo del potencial. B-C. Histogramas representando los cambios en la amplitud (B) y en la duración (C) del potencial de acción (PA).   
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minutos tras la exposición al oxidante 109,3±1,1 mV, a los 15 minutos 106,0±1,7 mV y a los 30 minutos 100,2±0,7 mV. Esta bajada en amplitud alcanzó niveles estadísticos a los cinco minutos de exposición al HC y siguió bajando con significación estadística entre los 5 y 15 minutos, y entre los 15 y 30 minutos (Figura 5.4.B; Tabla 5.1). En la figura 5.4.A también se pueden observar los cambios producidos por la administración de HC en la duración del potencial de acción. En dicha figura se puede observar cómo se produce un ensanchamiento progresivo del potencial de acción. En la neurona mostrada en figura 5.4.A, en situación control la duración del potencial fue 1,40 ms; a los 5 minutos 1,57 ms; a los 15 minutos 1,68 ms; y a los 30 minutos 1,98 ms. Esta pauta descrita en la neurona de la figura 5.4. también se observa en los valores promedio del conjunto de la población estudiada que se muestran en la figura 5.4.C. El HC produjo un aumento progresivo de la duración del potencial de acción a lo largo del tiempo de exposición, desde un valor de 1,44±0,02 ms en situación control, hasta 1,67±0,04 ms a los 5 minutos, 1,72±0,07 ms a los 15 minutos y, por último, 2,05±0,09 ms a los 30 minutos. Al igual que ocurrió con la amplitud del potencial de acción el aumento en duración fue significativo a los cinco minutos. No obstante, aunque los valores a los 15 minutos tras la aplicación del oxidante fueron ligeramente superiores a los de 5 minutos estos no alcanzaron nivel estadístico, algo que sí se consiguió al comparar el valor medio entre los 15 y 30 minutos.   5.5. Efectos del hidroperóxido de cumeno sobre las propiedades repetitivas de disparo en neuronas piramidales de la corteza motora.  El efecto del HC se estudió en distintos parámetros relacionados con las propiedades de disparo repetitivo: ganancia de la relación intensidad-frecuencia de disparo de potenciales de acción (relación I-F), frecuencia máxima de disparo y corriente de cancelación. En general, las neuronas piramidales estudiadas presentaron en condiciones control un disparo de potenciales de acción fásico-tónico en repuesta a pulsos de corriente despolarizantes de larga duración (1 s), independientemente de la intensidad de la corriente aplicada. Este disparo se caracterizó por presentar al inicio del pulso un doblete de potenciales de acción seguido de un disparo estable sostenido (Figura 5.5.A y 5.6.A). No obstante, el 43% de las células registradas (13/30) no fueron capaces de disparar de forma repetitiva durante todo el pulso, a ninguna intensidad de corriente, tras la aplicación de HC. Este fenómeno se observa con claridad en la figura 5.5.A-D, en la que se muestra la respuesta del potencial de membrana de una neurona piramidal cuando se le aplicó un pulso de 500 pA de intensidad en las distintas situaciones del estudio. En la situación control la neurona es capaz de rellenar todo el pulso de 1 segundo de duración con potenciales de acción (Figura 5.5.A). Sin embargo, a partir de los 5 minutos se observa que deja de disparar cerca del final del pulso (Figura 5.5.B). Este cese del disparo repetitivo ocurrió, en el ejemplo ilustrado, en  
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 Figura 5.5. Efectos del hidroperóxido de cumeno (HC) sobre la capacidad de mantener las propiedades repetitivas de disparo de potenciales de acción en neuronas piramidales de la corteza motora. A-D.  Respuestas del potencial de membrana a pulsos de corriente despolarizante de 1 s de duración y 500 pA de intensidad en situación control (A) y a 5 (B), 15 (C) y 30 (D) minutos tras la aplicación de HC. Nótese que el patrón de disparo repetitivo de potenciales de acción desaparece con la aplicación de HC.    la mitad del pulso a los 15 minutos (Figura 5.5.C) y al principio del pulso a los 30 minutos de la aplicación de HC (Figura 5.5.D).  En estos registros también se observa una disminución progresiva de la amplitud de los potenciales de acción, que es más evidente a los 30 minutos. Las neuronas que no fueron capaces de disparar de forma repetitiva a ninguna intensidad de corriente tras la aplicación del HC fueron descartadas para los siguientes estudios.   En un 57% (17/30) de las células estudiadas, se mantuvieron las propiedades repetitivas de disparo a lo largo de todo el pulso aplicado tras la administración de HC. En estas neuronas se estudió el efecto del HC sobre la ganancia del disparo repetitivo, la corriente de cancelación y la frecuencia máxima. Para estudiar estos parámetros se aplicaron pulsos de corriente 
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despolarizante de 1 segundo de duración y de intensidades crecientes. En la figuras 5.6.A-D se muestra un ejemplo representativo de las respuestas del potencial de membrana a pulsos de corriente despolarizante de una intensidad de 400 pA, en situación control (A) y a 5 (B), 15 (C) y 30 (D) minutos de exposición al HC. Como se muestra en la figura, aunque la neurona mantiene las propiedades repetitivas de disparo de potenciales de acción a lo largo de todo el pulso aplicado, el número de potenciales va disminuyendo a medida que transcurre el tiempo de exposición al HC. En situación control la célula fue capaz de dar 23 potenciales de acción, pero a partir de aquí se observó una disminución progresiva en este número, dado que a los 5 minutos solo fue capaz de dar 16 potenciales de acción, a los 15 minutos ya solo presentaba 13 potenciales de acción y a los 30 minutos 10 potenciales de acción. Estos datos sugirieron que la aplicación del HC podría estar afectando a la ganancia de disparo de estas células.   Con el conjunto de datos obtenidos tras la aplicación de pulsos de intensidad creciente se puede calcular la ganancia de disparo para cada neurona. En la figura 5.6.E se representa la relación existente entre la intensidad de la corriente del pulso aplicado y el número de potenciales de acción que es capaz de dar la célula en las distintas situaciones objeto de estudio (relación I/F). En esta figura puede verse cómo la relación es prácticamente lineal entre ambos parámetros, tanto en la situación control como en presencia de HC, cuando se utilizan intensidades bajas de corriente (pudiendo trazarse una línea recta que une los diferentes puntos). No obstante, cuando se aumenta dicha intensidad aparecen síntomas de acomodación, es decir, la célula difícilmente puede aumentar más la tasa de disparo, aunque se aumente el nivel de intensidad del pulso aplicado. Para calcular la ganancia, que se calcula como la pendiente de la relación existente entre intensidad y frecuencia de disparo, se descartaron los valores que mostraron acomodación. En la figura 5.6.E la neurona empieza a acomodar el disparo a 800 pA en situación control y a los 5 minutos de exposición al HC, y a 650 pA a los 15 y 30 minutos. Estos datos indican que el rango de intensidades de trabajo de la neurona disminuye con la aplicación del HC. Cuando se calculó la ganancia de la neurona representada en la figura 5.6.A-E, se observó que este parámetro disminuyó tras la aplicación de HC. En la célula representada en la figura los valores obtenidos fueron 56 PA·s-1·nA-1 en la situación control, 41 PA·s-1·nA-1 a los 5 minutos, 36 PA·s-1·nA-1 a los 15 minutos y 26 PA·s-1·nA-1 a los 30 minutos. Esta observación es aplicable al total de la población de neuronas piramidales registradas que lograron mantener las propiedades repetitivas de disparo (17/30). En la figura 5.6.F y tabla 5.1 se representan los valores medios de ganancia en las distintas situaciones: en la situación control la ganancia media de la población fue de 44,1±5,9 PA·s-1·nA-1, a  los  5 minutos  de  la  exposición  al  HC  fue  37,4±9,0 PA·s-1·nA-1,  a  los 15 minutos   
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 81  Figura 5.6. Efectos del hidroperóxido de cumeno (HC) sobre la ganancia de las propiedades repetitivas de disparo de potenciales de acción en neuronas piramidales de la corteza motora. A-D. Respuestas del potencial de membrana a pulsos de corriente despolarizante de 1 s de duración y 400 pA de intensidad en situación control (A) y a 5 (B), 15 (C) y 30 (D) minutos. E. Relación entre la intensidad de la corriente del pulso aplicado y el número de potenciales de acción (PA) que es capaz de dar la célula, analizada en las distintas situaciones representada en A-D. F. Histograma representando los cambios en ganancia.    
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 Figura 5.7. Efectos del hidroperóxido de cumeno (HC) sobre la corriente de cancelación y la frecuencia máxima de disparo de potenciales de acción en neuronas piramidales de la corteza motora. A-D.  Respuestas del potencial de membrana a pulsos triangulares de corriente despolarizante de 1 s de duración y 900 pA de intensidad en situación control (A) y a 5 (B), 15 (C) y 30 (D) minutos. E-F. Histogramas representando los cambios en la corriente de cancelación (E) y la frecuencia máxima (F).  29,7±8,6 PA·s-1·nA-1 y a los 30 minutos 20,6±7,8 PA·s-1·nA-1. Este decremento observado en la ganancia por la exposición continuada al HC alcanzó el nivel de significación estadística a los 15 minutos (Tabla 5.1).   Otro parámetro que se analizó fue la corriente de cancelación, o corriente mínima a la que se observa la cancelación del patrón de disparo de potenciales de acción de la neurona (Figura 5.7.A-E), en aquellas células (17/30) que mantuvieron el disparo repetitivo al aplicarles pulsos cuadrados de corriente de 1 s de duración. Hay que hacer constar que el que las células cancelen el disparo repetitivo al aumentar la intensidad de la corriente inyectada no es consecuencia de utilizar pulsos cuadrados de larga duración. El mismo fenómeno se puede poner de manifiesto al inyectar pulsos triangulares (ver figura 5.7.A-D). En el ejemplo mostrado en la 
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figura 5.7.A-D, se inyectó un pulso triangular de intensidad creciente (0-900 pA) de 1 s de duración y se observó que la célula mantuvo el disparo repetitivo en situación control y a los 5 min en HC,  pero no a los 15 o 30 minutos. Esta figura indica que la cancelación del disparo repetitivo ocurre a intensidades más bajas a medida que aumentamos el tiempo de exposición al HC. Un análisis más detallado se muestra en la figura 5.7.E en la que se muestran los valores promedios de la población estudiada (n=17). En situaciones control la cancelación del disparo se observó a intensidades de corriente de 782,7±52,8 pA. Progresivamente la intensidad fue descendiendo: a los 5 minutos la media fue de 715,2±65,1 pA, a los 15 minutos de 614,6±56,8 pA y a los 30 minutos de 545,2±63,8 pA. Se encontraron diferencias estadísticas a los 15 minutos tras la exposición al oxidante (Tabla 5.1).   Una manifestación adicional del estrechamiento del rango de trabajo de las neuronas por efecto del HC se pudo observar al medir la frecuencia máxima de disparo (que coincide con el valor de frecuencia a la que la neurona presenta acomodación completa). Al igual que se ha descrito antes para la ganancia, la frecuencia máxima disminuyó progresivamente tras la administración del HC (Figura 5.7.F). Esta disminución fue estadísticamente significativa a los 5 minutos tras la aplicación del oxidante (29,3±3,5 PA·s-1 vs. 19,9±3,8 PA·s-1). Posteriormente, aunque los valores de frecuencia siguieron disminuyendo a los 15 y a los 30 minutos no fueron estadísticamente diferentes entre ellos (Tabla 5.1).   Tabla 5.1. Efectos del hidroperóxido de cumeno (HC) sobre las propiedades electrofisiológicas de las neuronas piramidales de la corteza motora. Los asteriscos indican diferencias significativas respecto a las condiciones control; las cruces indican diferencias entre columnas adyacentes (test de la t de Student para muestras pareadas). El nivel de significancia se establece en P < 0.05. Todos los datos se muestran como la media ± error estándar de la media.  
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A continuación, demostramos que los efectos anteriormente descritos sobre las propiedades pasivas y activas de la membrana de las neuronas piramidales no son un artefacto debido al registro de larga duración (30 minutos) en la configuración de patch-clamp de célula entera. Como se observa en la figura 5.8.A, el potencial de membrana permanece estable en torno a los -74 mV durante toda la sesión de registro y la célula respondió a una inyección de corriente (-100 pA) con cambios similares en voltaje. La resistencia de membrana se calculó a 
paƌtiƌ de diĐhos Đaŵďios eŶ ǀoltaje Ǉ dio Đoŵo ƌesultados ϮϭϬ, ϮϬϱ, ϮϬϵ Ǉ ϮϭϬ MΩ, paƌa los minutos 1, 5, 15 y 30 del registro respectivamente (ver las flechas en la Figura 5.8.A). Para el conjunto de todas las neuronas registradas (n=20), los valores medios obtenidos al comienzo de la sesión de registro y a los minutos 5, 15 y 30 no mostraron ninguna diferencia significativa en potencial de membrana, resistencia de membrana, amplitud del potencial de acción, ganancia o frecuencia máxima de disparo.  5.6. Efectos del lavado de hidroperóxido de cumeno sobre la resistencia de membrana y el potencial de membrana en reposo de las neuronas piramidales de la corteza motora.  A continuación, nos preguntamos si el efecto del HC sobre las propiedades de membrana desaparecía al retirar (lavar) el oxidante del medio de perfusión, o si por el contrario se mantenía. En primer lugar, se estudió la aplicación de 5 minutos de HC. La figura 5.8.B ilustra el efecto sobre el potencial de membrana de la aplicación de 5 minutos de 10 µM de HC y el posterior lavado del oxidante. El registro muestra cómo la célula empezó a despolarizarse en el minuto 3 alcanzando un máximo de despolarización, aproximadamente 6 mV, en el minuto 8. A continuación, la despolarización se mantuvo estable hasta el minuto 12. Posteriormente, el potencial de membrana comenzó a repolarizarse progresivamente, alcanzando un valor similar al registrado en la situación control (-68 mV) al minuto 15 de la sesión de registro (minuto 10 desde el comienzo del lavado). Posteriormente, el potencial de membrana mantuvo dicho valor hasta el final del experimento (minuto 30). Del conjunto de 10 células estudiadas, encontramos que el potencial de membrana se repolarizó por completo en un total de 5 células. Para las otras 5 células estudiadas solo se observó una repolarización parcial (<60% del cambio producido por el HC).   A continuación, estudiamos el efecto del lavado del HC sobre la resistencia de membrana. Para conseguir este objetivo, aplicamos pulsos de corriente negativa (-100 pA, 200 ms) a intervalos de un minuto y registramos la respuesta en voltaje. El HC, como hemos visto anteriormente, produce un cambio bifásico en la resistencia de membrana, caracterizado por un   
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 85  Figura 5.8. Efectos del lavado del hidroperóxido de cumeno (HC) sobre el potencial de membrana de las neuronas piramidales de la corteza motora. A. Registro electrofisiológico en el que se muestra que tanto el potencial de membrana como la respuesta en voltaje a pulsos de corriente negativa de -100 pA permanece estable durante 30 minutos en situación control. B. Lavado del HC tras 5 minutos de aplicación del oxidante (10 µM). C. Lavado del HC tras 15 minutos de aplicación del oxidante (10 µM).  incremento transitorio en el minuto 5 desde la aplicación del oxidante que después disminuye progresivamente hasta valores por debajo de los registrados en situación control. En la figura 5.8.B, la ƌesisteŶĐia Đaŵďió de ϭϴϰ MΩ, eŶ situaĐióŶ ĐoŶtƌol, hasta ϮϮϯ MΩ eŶ el ŵiŶuto ϱ. Después, fue disŵiŶuǇeŶdo pƌogƌesiǀaŵeŶte hasta alĐaŶzaƌ ϭϴϬ MΩ tƌas ϭϱ ŵiŶutos de ƌegistƌo (minuto 10 de lavado, indicado por la tercera flecha en la figura). Este valor permaneció invariable durante 20 minutos de registro (minuto 15 de lavado). En el minuto 30 de registro, el valor de la resisteŶĐia fue ϭϴϭ MΩ ;Đuaƌta fleĐha eŶ la figuƌaͿ. UŶ total de ϲ/ϭϬ Đélulas pƌeseŶtaƌoŶ el ŵisŵo 
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resultado, mientras el resto mostraron valores de resistencia de membrana por debajo de los registrados al comienzo del experimento. Esta bajada en la resistencia por debajo del valor control puede ser debida al efecto tardío del HC sobre la resistencia y no necesariamente al lavado del oxidante en sí.  También quisimos ver el efecto del lavado sobre las propiedades repetitivas de disparo. Tras una exposición al HC de 5 minutos, todas las células (n=10) del estudio presentaron un descenso en la ganancia (55,2±12,6 AP·s-1·nA-1 vs 36,7±15,5 AP·s-1·nA-1). Tras el lavado, 4 células mostraron una mejoría en la ganancia y la frecuencia máxima de disparo (< 40% del cambio). Cuatro neuronas no presentaron ningún tipo de reversibilidad de los efectos del HC y mantuvieron una ganancia y una frecuencia máxima de disparo más bajas que los valores de la situación control. Las 2 células restantes perdieron por completo la capacidad para disparar potenciales de acción de manera repetitiva durante el lavado. De estos experimentos, pudimos concluir que una corta exposición al oxidante (5 minutos) permite una recuperación parcial de los efectos que el HC puede tener sobre el potencial de membrana, la resistencia y las propiedades repetitivas de disparo. A continuación, nos preguntamos si los efectos del HC se podrían también revertir si lavamos el oxidante tras una exposición de mayor duración, 15 minutos. En la figura 5.8.C se muestra cómo tras la aplicación de HC durante 15 minutos la célula no presentó ninguna recuperación en los parámetros analizados en el estudio. Para la neurona representada en la figura, el potencial de membrana se despolarizó desde un valor de -73 mV hasta -68 mV tras 15 minutos de aplicación de HC, y este valor permaneció estable hasta el final del registro (15 minutos de lavado). Lo mismo ocurrió en el conjunto de neuronas estudiadas (n=10). La Đélula ilustƌada eŶ la figuƌa ŵostƌó uŶ ǀaloƌ de ϭϲϲ MΩ eŶ situaĐióŶ ĐoŶtƌol Ƌue 
auŵeŶtó hasta los ϮϬϮ MΩ tƌas ϱ ŵiŶutos y disminuyó hasta ϭϰϭ MΩ a los ϭ5 minutos de aplicación de HC. El lavado del oxidante no produjo ninguna recuperación hacia los valores iniciales de resistencia, más bien al contrario, la resistencia continuó descendiendo hasta los 112 
MΩ al fiŶal de la sesióŶ de ƌegistƌo. Este feŶóŵeŶo fue observado en el conjunto de la población estudiada. Así el valor de resistencia obtenido tras el lavado del oxidante fue menor a la de la situación control, lo que es característico de la propia aplicación del HC. En términos de ganancia y frecuencia máxima de disparo, solo 3 células mostraron una tendencia de recuperación de los valores iniciales (30% de recuperación) durante el lavado, mientras las 7 restantes neuronas mantuvieron la disminución en ambos parámetros. Tres de estas últimas neuronas perdieron completamente su capacidad de disparar repetitivamente y no se recuperaron durante el lavado. Estos resultados nos llevaron a concluir que la exposición prolongada a HC (15 minutos) produce alteraciones en las propiedades de membrana que son difícilmente reversibles. 
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 87  Figura 5.9. Efectos dosis, tiempo y tamaño dependientes del hidroperóxido de cumeno (HC) sobre las neuronas piramidales de la corteza motora. A-D. Gráficos que muestran los efectos dosis y tiempo dependientes del HC sobre el potencial de membrana (A), la resistencia (B), reobase (C) y voltaje umbral (D). Estos gráficos ilustran los valores medios ± el error estándar a los 0, 5, 15 y 30 minutos en condición ĐoŶtƌol ;ǀeƌde; Ŷ=ϮϬͿ Ǉ tƌas la eǆposiĐióŶ a HC ϭ μM ;azul; Ŷ=ϯϬͿ, ϭϬ μM ;ƌojo; Ŷ=ϯϬͿ Ǉ ϭϬϬ μM ;Ŷegƌo; n=30). E-F. Relación entre la capacitancia y el cambio en la resistencia (R) en valores absolutos (E) y relativos ;FͿ tƌas ϯϬ ŵiŶutos de apliĐaĐióŶ de HC ϭϬϬ μM. 
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5.7. Efectos dosis dependiente del hidroperóxido de cumeno sobre las propiedades de membrana de las células piramidales de la corteza motora. A continuación, realizamos un estudio dosis respuesta a lo largo del tiempo de los efectos del HC sobre las propiedades de membrana de las neuronas piramidales de la capa V de la corteza motora. Nos preguntábamos si al aplicar una concentración 10 veces menor a la usada anteriormente (1 µM) o diez veces mayor (100 µM) se obtendrían resultados similares a los encontrados con 10 µM. La figura 5.9.A-D muestra los valores medios del potencial de membrana (A), resistencia (B), reobase (C) y voltaje umbral (D) de las neuronas de la corteza motora, a los 0, 5, 15 y 30 minutos de registro, en 4 situaciones diferentes: 1) control o 0 µM (n=20); 2) tratamiento con HC 1 µM (n=30); 3) tratamiento con HC 10 µM (n=30); y 4) tratamiento con 100 µM (n=30). En relación al potencial de membrana, como se muestra en la figura 5.9.A, en las situaciones de control y 1 µM no se encontraron diferencias significativas en el potencial de membrana a lo largo de los 30 minutos de duración del estudio. En cambio, para la concentración de 10 µM el potencial de membrana se despolarizó significativamente en el minuto 5. Aunque los valores de potencial de membrana obtenidos a los 15 y 30 minutos fueron ligeramente más despolarizados, en estos casos las diferencias encontradas no fueron estadísticamente diferentes comparadas con las obtenidas en el minuto 5. Cuando se aplicó la concentración de 100 µM de HC la despolarización fue significativa en el minuto 30 (-68,6±1,3 mV en condiciones iniciales vs               -61,9±1,4 mV en el minuto 30).    La figura 5.9.B muestra los efectos sobre la resistencia de membrana. Como se observa en la figura, la resistencia de membrana no varió a lo largo del tiempo en la situación control ni cuando se aplicó 1 µM de HC, durante los 30 minutos de duración del experimento. Sin embargo, la resistencia de membrana mostró un comportamiento bifásico para las otras dos concentraciones con un incremento transitorio en el minuto 5. A continuación se observó un descenso en la resistencia en el minuto 15 y en el 30, que fueron significativos al compararlos con los valores iniciales. Más específicamente, la resistencia aumentó en el minuto 5 de la aplicación de 100 µM de HC (162,1±9,ϱ MΩ ǀs ϭϴϵ,2±12,ϰ MΩͿ. Tƌas esto, disŵiŶuǇó a los ϭϱ Ǉ ϯϬ minutos: 110,6±9,ϴ MΩ Ǉ ϵϵ,7±11,ϭ MΩ, ƌespeĐtiǀaŵeŶte. Los valores obtenidos en el minuto 30 fueron algo inferiores a los obtenidos en el minuto 15 pero no se encontraron diferencias significativas entre ellos. De estos resultados se puede concluir que el tratamiento con HC 1µM no produjo ningún efecto sobre el potencial de membrana y la resistencia de las neuronas, mientras que el tratamiento con HC 10 y 100 µM sí lo hizo. Por otro lado, al comparar el efecto del tratamiento con HC 10 y 100 µM no se encontraron diferencias significativas en ningún momento del estudio (0, 5, 15 o 30 minutos) en ninguno de los dos parámetros.  
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 89  Figura 5.10. Efectos de la aplicación secuencial de dosis crecientes de hidroperóxido de cumeno (HC) sobre la resistencia de membrana de las neuronas piramidales de la corteza motora. A-D. Registros que muestran, en la misma célula, las respuestas del potencial de membrana a pulsos cuadrados de corriente de 10 pA sin administración de HC (A), tras 10 minutos de aplicación de 1 µM de HC (B), tras 10 minutos más con HC 10 µM (C) y tras otros 10 minutos más de aplicación de HC 100 µM (D). La flecha negra en A indica la presencia de sag. E. Relación entre la corriente y la respuesta en voltaje de la célula representada en A-D. F. Histograma que ilustra los valores medios de la resistencia de membrana en condición control y para las otras tres situaciones para toda la población estudiada (n=10).     
Resultados |  
 
 90 
Para comprobar, si efectivamente, no existían diferencias entre la situación control y 1 µM y entre las situaciones de 10 y 100 µM sobre la resistencia de membrana y sobre cualquier de los parámetros fisiológicos medidos, llevamos a cabo otro experimento (n=10). En este caso, la misma neurona fue expuesta de forma secuencial a concentraciones crecientes (0, 1, 10 y 100 µM) de HC durante 10 minutos por concentración. La figura 5.10.A-D muestra, para una neurona representativa, la respuesta en voltaje a inyecciones de corriente despolarizantes e hiperpolarizantes a las 4 concentraciones secuenciales mencionadas anteriormente. Así, se puede observar que las respuestas en voltaje fueron similares antes de la aplicación del oxidante (0 µM de HC) y para la concentración de 1 µM de HC, y demuestra que en esta situación la resistencia de membrana no se modifica. Sin embargo, en situación control en ausencia del oxidante, la neurona (Figura 5.10.A) presenta una rectificación de voltaje del potencial de 
ŵeŵďƌaŶa ;ĐoŶoĐido Đoŵo ͞sag͟Ϳ apƌoǆimadamente a los 80 ms, que desaparece tras la aplicación de 1 µM de HC (Figura 5.10.B). Las respuestas en voltaje obtenidas cuando se aplicó 10 y 100 µM de HC fueron menores que las obtenidas en situación control y a 1 µM. Como hemos descrito ya anteriormente, la medida de la resistencia de membrana para cada neurona, antes de la aplicación del oxidante y para las tres concentraciones usadas en el estudio, se calculó como la pendiente dela relación existente entre la intensidad de corriente y la respuesta en voltaje (Figura 5.10.E). Para la neurona descrita en la figura 5.10.A-D la resistencia obtenida fue de 103 
MΩ al ĐoŵeŶzaƌ la sesióŶ de ƌegistƌo siŶ HC, Ǉ ϭϬϮ MΩ tƌas la apliĐaĐióŶ de 1 µM de HC. A continuación, desĐeŶdió hasta ϱϭ MΩ ĐoŶ la apliĐaĐióŶ de 10 µM de HC y hasta ϱϬ MΩ ĐoŶ ϭϬϬ µM de HC (Figura 5.10.E). Para el total de la población (n=10) la resistencia de membrana fue de 170,2±6,ϭ MΩ eŶ situación control (0 µM HC). Este parámetro se mantuvo sin cambios a 1 µM (165,3±6,ϳ MΩ), para posteriormente disminuir significativamente hasta 135,7±5,ϳ MΩ ĐoŶ ϭϬ µM de HC y a 120,6±11,ϴ MΩ ĐoŶ ϭϬϬ µM de HC (Figura 5.10.F). Los mismos resultados se obtuvieron cuando se analizaron las medias del potencial de membrana para el conjunto de la población, no encontrándose diferencias significativas entre el control y 1 µM, ni entre 10 y 100 µM (datos no mostrados). Según estos datos podemos concluir que la aplicación durante 10 minutos de HC 1 µM no produce cambios respecto al control en el valor del potencial de membrana ni en la resistencia, aunque se detecta un cierto efecto sobre la rectificación del potencial de membrana a pulsos muy hiperpolarizantes (efectos sobre el sag). Por otro lado, los efectos de la concentración de 100 µM no son significativamente diferentes de los cambios producidos por la administración de 10 µM de HC.    
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5.8. Efectos dosis dependiente del hidroperóxido de cumeno sobre la reobase y el voltaje umbral de las neuronas piramidales de la corteza motora. La administración de HC produjo cambios en la reobase de las neuronas piramidales de la corteza motora que fueron dependientes de tiempo y de concentración (Figura 5.9.C). No se observaron cambios significativos sobre la reobase en la situación control (0 µM HC) o tras la perfusión de la rodaja con HC 1µM durante los 30 minutos del registro. Sin embargo, durante los tratamientos con 10 o 100 µM de HC, la reobase disminuyó significativamente a los 5 minutos en comparación con la situación inicial, incrementándose posteriormente de forma significativa, respecto a la situación control y a los 5 minutos, tras los 15 y 30 minutos de perfusión del oxidante.   En el caso del tratamiento con HC 100 µM la reobase disminuyó durante los 5 primeros minutos desde 193,7±10,6 pA a los 149,6±15,7 pA, para luego incrementar hasta 249,9±41,6 pA tras 15 minutos y 263,1±35,3 pA tras 30 minutos de exposición al oxidante. En general, tanto en el tratamiento de 10 µM como en el de 100 µM de HC los valores obtenidos a los 30 minutos de registro solo fueron ligeramente superiores a los obtenidos a los 15 minutos y no se diferenciaron de forma significativa. Los cambios en la reobase fueron paralelos y proporcionales a los cambios ocurridos en la resistencia de membrana, manteniéndose el voltaje umbral sin cambios, en todas las situaciones, durante los 30 minutos de duración del registro (Figura 5.9D). Por tanto, concluimos que la membrana de las neuronas piramidales sigue la Ley de Ohm bajo los efectos de la administración de las distintas concentraciones del oxidante.  Posteriormente, se analizó si los efectos del estrés oxidativo producido por el HC sobre las propiedades de membrana podrían depender del tamaño neuronal, es decir, si las neuronas más grandes presentan una mayor sensibilidad al HC o al contrario. Se puede inferir una estimación del tamaño neuronal a partir de la capacitancia de la membrana, donde las neuronas más grandes tendrían un valor mayor de capacitancia. La figura 5.9.E-F muestra la relación entre la capacitancia y los cambios en resistencia de las neuronas registradas con 100 µM de HC, en valores absolutos (Figura 5.9.E) y en valores relativos (Figura 5.9.F). Los datos muestran una relación lineal entre la capacitancia y el cambio en la resistencia de membrana cuando se calcula tanto en valores absolutos (P<0,001; r>0,69) como en valores relativos (P<0,001; r>0,71). Se obtienen resultados similares cuando se administra 10 µM de HC (no mostrado en las figuras). De estas figuras pudimos concluir que las neuronas piramidales de la corteza motora que tienen una mayor superficie de membrana son más propensas a sufrir alteraciones en sus propiedades eléctricas de membrana por el estrés oxidativo mediado por HC. 
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5.9. Efectos dependientes de la concentración de hidroperóxido de cumeno sobre las características del potencial de acción de las neuronas piramidales de la corteza motora. La figura 5.11.A describe los efectos dependientes de la concentración de HC, y del tiempo de exposición al oxidante, sobre la amplitud del potencial de acción en condiciones control (0 µM de HC) y para las 3 concentraciones o tratamientos indicados en la sección anterior (1, 10 y 100 µM de HC). En la situación control, como ya se había demostrado previamente para otros parámetros, no se produjeron efectos dependientes del tiempo sobre la amplitud del potencial de acción durante los 30 minutos del registro. Sin embargo, durante la perfusión con HC 1 µM la amplitud del potencial de acción disminuyó de forma gradual con el tiempo, haciéndose esta disminución estadísticamente significativa respecto al inicio a los 30 minutos del estudio. Para las concentraciones de 10 y 100 µM, la disminución en amplitud fue más evidente y más rápida que lo observado tras la aplicación de 1 µM siendo estadísticamente significativa la disminución a los 5 minutos de registro. Además, la amplitud del potencial de acción continuó disminuyendo de forma progresiva con el tiempo volviendo a alcanzar valores significativamente menores a los 30 minutos de registro. A modo de ejemplo, y para la concentración de 100 µM, en las condiciones iniciales la amplitud media fue de 120,1±2,0 mV, descendió hasta 114,8±5,7 mV en el minuto 5, y aún más hasta 110,3±3,8 mV (minuto 15) y 91,2±3,3 mV (minuto 30). La mayor diferencia entre las condiciones inicial y final para la medida de la amplitud fue obtenida cuando se aplicó 100 µM de HC. En concreto, las diferencias en amplitud entre la situación inicial y la medida a los 30 minutos fueron las siguientes: 8,4±3,9, 18,8±2,3 y 28,9±5,8 mV, para 1, 10 y 100 µM de HC, respectivamente. Las diferencias en el efecto sobre el potencial de acción fueron además significativas entre las tres concentraciones en el minuto 30.   En la figura 5.11.B se muestra el efecto dependiente de la concentración y del tiempo de exposición al HC sobre la duración del potencial de acción. En la situación control no se observó ningún efecto dependiente del tiempo sobre este parámetro, al igual que tampoco se observó a la concentración de 1 µM. En cambio, durante la perfusión con 10 y 100 µM de HC el potencial de acción aumentó progresivamente su duración con el tiempo. Así, se puede observar en esta figura un aumento estadístico en el minuto 5 en comparación con la situación inicial (0 minutos), y en el minuto 30 en comparación con el 15 para las concentraciones de 10 y 100 µM de HC. Por ejemplo, y para la administración de 100 µM, la duración del potencial de acción fue 1,50±0,11 ms (minuto 0), 1,82±0,13 ms (minuto 5), 1,87±0,28 ms (minuto 15) y finalmente 2,31±0,15 ms (minuto 30).  
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 93   Figura 5.11. Efectos dosis y tiempo dependientes del hidroperóxido de cumeno (HC) sobre la amplitud del potencial de acción (A), la duración del potencial de acción (B), las propiedades repetitivas de disparo (C), ganancia (D), frecuencia máxima (E) y corriente de cancelación (F) de las neuronas piramidales de la corteza motora. Estos gráficos ilustran los valores medios ± error estándar a los 0, 5, 15 y 30 minutos en condición control ;ǀeƌde; Ŷ=ϮϬͿ Ǉ tƌas la eǆposiĐióŶ a HC ϭ μM ;azul; Ŷ=ϯϬͿ, ϭϬ μM ;ƌojo; Ŷ=ϯϬͿ Ǉ ϭϬϬ μM ;Ŷegƌo; n=30).   
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5.10. Efectos dosis-dependientes del hidroperóxido de cumeno sobre las propiedades de    disparo de las neuronas piramidales de la corteza motora. Las neuronas piramidales mostraron una descarga fásico-tónica en respuesta a pulsos de corriente despolarizante sostenidos, no solo en situación control, sino también cuando la rodaja se perfundió con HC 1 µM, a cualquier corriente dentro de su rango de disparo (Figura 5.12.A-B). Sin embargo, tras la administración de 10 µM de HC, el 20% de las células al minuto 15 y el 43% al minuto 30 perdieron su capacidad de disparar potenciales de acción de manera repetitiva a cualquier intensidad de corriente. Este efecto fue aún mayor con la concentración de 100 µM de HC afectando al 40% de las neuronas en el minuto 5, al 80% en el minuto 15 y al 100% de la población estudiada tras 30 minutos de perfusión con HC 100 µM (Figura 5.11.C).    En un experimento adicional, se estudió los cambios en las propiedades repetitivas cuando una misma célula era expuesta de forma secuencial a concentraciones crecientes (0, 1, 10 y 100 µM) de HC durante 10 minutos por concentración. La figura 5.12.A-D muestra, en una célula representativa (n=10), la respuesta en voltaje a un pulso de corriente despolarizante de 400 pA y larga duración (1 s) durante el experimento arriba mencionado. Así, se puede observar que antes de la perfusión del oxidante (0 µM HC; Figura 5.12.A) y para las concentraciones de 1 (Figura 5. 12.B) y 10 µM (Figura 5.12.C) de HC, la neurona ilustrada generó un disparo repetitivo a lo largo de toda la duración del pulso. Sin embargo, como se muestra en la figura 5.12.D, pierde esta capacidad tras ser expuesta durante 10 minutos a 100 µM de HC. En esta figura, podemos observar cómo la célula cesa la descarga antes de la finalización del pulso. Además, la figura 5.12.A-C muestra cómo la frecuencia de disparo disminuye a medida que la concentración de HC aumenta: 23 PA.s-1 en control, 19 PA.s-1 en 1 µM de HC, y 12 PA.s-1 en 10 µM de HC. Estos datos sugieren que el aumento en la dosis de HC altera la ganancia de la descarga de potenciales de acción, y para comprobarlo se calculó este parámetro. Así, la figura 5.12.E representa la relación entre la intensidad de corriente inyectada y la frecuencia de disparo de la célula ilustrada en la figura 5.12.A-D. En esta figura se puede observar cómo esta relación es siempre lineal cuando se aplican corrientes de intensidad baja. Sin embargo, cuando la intensidad aumenta, se aprecian síntomas de acomodación. La figura 5.12.E muestra cómo la neurona comenzó a acomodar a valores de intensidad cercanos a 500 pA para 0 µM HC, 450 pA para 1 µM HC y 400 pA para 10 µM HC. Estos datos indican que el rango de trabajo disminuye a medida que aumenta la concentración del oxidante aplicado. Además, cuando se calculó la ganancia de la neurona mostrada en la figura 5.12.A-D, se observó que este parámetro disminuyó progresivamente de forma concentración dependiente: 53 PA·s-1·nA-1 (0 µM de HC), 46 PA·s-1·nA-1 (1 µM de HC), y 26 PA·s-1·nA-1 (10 µM de HC). El mismo resultado se obtuvo para el conjunto de la población. La figura 
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5.12.F muestra los valores medios de ganancia en las diferentes situaciones acumuladas (tiempo y concentración del oxidante): 40,1±5,9 PA·s-1·nA-1 (0 µM de HC), 38,3±4,9 PA·s-1·nA-1 (1 µM de HC), 27,7±8,6 PA·s-1·nA-1 (10 µM de HC) y 15,3±4,1 PA·s-1·nA-1 (100 µM de HC). Este decremento fue estadísticamente significativo para las concentraciones de 10 µM y 100 µM de HC (ver la figura 5.12.F) cuando se comparan con los valores iniciales y entre ellas mismas.  A fin de llevar a cabo un análisis más detallado de los efectos del HC sobre las propiedades repetitivas se analizaron la ganancia, la frecuencia máxima de disparo y la corriente cancelación cuando se expuso de forma independiente una población de 30 neuronas a cada una de las 3 concentraciones usadas en nuestra investigación durante 30 minutos de registro. La ganancia del disparo en situación control, es decir cuando la rodaja se perfundió únicamente con LCRA, se mantuvo estable a lo largo de todo el tiempo de estudio (Figura 5.11.D, color verde). No obstante, tras la perfusión con 1 µM de HC, este parámetro disminuyó progresivamente alcanzando nivel estadístico a los 30 minutos. Esta disminución en la ganancia fue significativa en el minuto 15 para la concentración de 10 µM, y aún antes (minuto 5) cuando se administró 100 µM de HC. Para la concentración de 100 µM, la disminución en la ganancia fue significativa de nuevo a los 15 minutos cuando se comparó con el minuto 5, y en el minuto 30, todas las células perdieron la capacidad de disparar repetitivamente (Figura 5.11.D). En relación a la frecuencia máxima de disparo, ésta también disminuyó de forma progresiva con el tiempo, como se indica en la figura 5.11.E, pero no alcanzó diferencias significativas cuando se administró durante 30 minutos 1 µM de HC. Las diferencias significativas aparecieron en el minuto 5 cuando se administraron las concentraciones de 10 y 100 µM de HC. Así, tras 5 minutos de exposición a 100 µM HC, la frecuencia máxima de disparo disminuyó de 27,2±3,0 PA·s-1 a 17,6±3,2 AP·s-1. La disminución en la frecuencia máxima fue significativamente más baja de nuevo en el minuto 15 y en el minuto 30, pero solo tras la administración de 100 µM de HC.  Se observaron más evidencias del estrechamiento del rango de trabajo, tras la administración de HC, cuando se analizó la corriente de cancelación (Figura 5.11.F). Esta figura ilustra cómo la cancelación de la descarga repetitiva ocurre a intensidades menores cuando se aplica 10 y 100 µM de HC, pero no se ve afectada en la situación control y con 1 µM HC durante los 30 minutos de registro. En los experimentos en los que se utilizó la concentración de 100 µM, el valor medio de la corriente de cancelación de la población fue de 650,3±48,4 pA en las condiciones iniciales. A continuación, los valores de la corriente de cancelación disminuyeron progresivamente hasta 599,3±56.5 pA en el minuto 5 y posteriormente a 503,7±49.9 pA en el minuto 15, en el cual la bajada ya fue estadísticamente significativa. 
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 96  Figura 5.12. Efectos de la aplicación secuencial de dosis cada vez mayores de hidroperóxido de cumeno (HC) sobre las propiedades repetitivas de disparo de las neuronas piramidales de la corteza motora. A-D. Registros que muestran, en la misma célula, las respuestas en voltaje a pulsos de corriente despolarizante de 1 s de duración y 500 pA de intensidad sin la administración de HC (A), tras 10 minutos de aplicación de HC 1 µM (B), tras 10 minutos más de aplicación de 10 µM de HC (C) y tras otros 10 minutos más de administración de HC 100 µM (D). E. Relación entre la corriente y la frecuencia de disparo para la célula representada en A-D. F. Histograma que muestra los valores medios de ganancia en situación control y en las otras tres situaciones para la población que mantuvo sus propiedades de disparo durante 30 minutos (n=6). 
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Posteriormente el valor cayó a cero debido a que las neuronas piramidales perdieron por completo la capacidad de disparar de forma repetitiva en el minuto 30. De nuevo las concentraciones de 10 y 100 µM de HC tuvieron efectos que fueron estadísticamente mayores que los obtenidos con 1 µM. Lo mismo ocurre al comparar los efectos (medidos como incrementos) entre 10 y 100 µM de HC con respecto a las propiedades de disparo repetitivo (ganancia, frecuencia máxima y corriente de cancelación) en el minuto 30.  5.11. Naturaleza glutamatérgica y GABAérgica de las entradas sinápticas de las neuronas piramidales de la corteza motora.   Una vez demostrado que la LPO producida por el HC modificaba las propiedades electrofisiológicas de las neuronas de la corteza motora, nos preguntamos si estos cambios podrían ser producidos por alteraciones a nivel sináptico, o si por el contrario se debían únicamente a un efecto directo sobre las propiedades intrínsecas de la neurona piramidal. Con este fin, se realizaron experimentos de fijación de voltaje para estudiar el efecto de la LPO sobre la actividad sináptica excitadora e inhibidora que reciben las células piramidales de la capa V de la corteza motora. En estos experimentos, y teniendo en cuenta la composición de nuestros líquidos extracelulares e intracelulares, cuando se fijaba el potencial de membrana en -70 mV todas las corrientes de entrada o ͞inward currents͟ registradas eran excitadoras y cuando se fijaba el potencial de membrana a 0 mV todas las corrientes de salida o ͞outǁard currents͟ eran inhibidoras. Además, se pudo comprobar que todas las corrientes excitadoras eran de carácter glutamatérgico pues se abolieron cuando las rodajas se perfundieron con CNQX (50 µM) y APV (25 µM), antagonistas de los receptores ionotrópicos de glutamato (Figura 5.13.A). Así mismo, también se demostró que las corrientes inhibidoras eran de naturaleza GABAérgica pues desaparecieron tras la perfusión con gabazina (20 µM), un antagonista de los receptores GABAA (Figura 5.13.B)   Figura 5.13. Efectos de CNQX, APV y gabazina sobre las corrientes postsinápticas espontáneas de las neuronas piramidales de la corteza motora. A. Efecto del CNQX (50 µM) y APV (25 µM) sobre las corrientes postsinápticas espontáneas excitadoras (sEPSC). Para realizar estos registros se fijó el voltaje a -70 mV. B. Efecto de la gabazina (10 µM) sobre las corrientes postsinápticas espontáneas inhibidoras (sIPSC). Para realizar estos registros se fijó el voltaje en 0 mV. Nótese que las entradas sinápticas excitadoras e inhibidoras son glutamatérgicas y GABAérgicas respectivamente. 
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5.12. Efecto de la aplicación de HC sobre las entradas sinápticas excitadoras de las neuronas piramidales de la corteza motora.   En primer lugar, se realizaron registros en configuración de fijación de voltaje, con electrodos rellenos con metanosulfonato de cesio, a un potencial de membrana fijado en -70 mV. En estos experimentos investigamos si las entradas sinápticas espontáneas glutamatérgicas se modifican por la LPO inducida por la aplicación de 10 µM de HC. La figura 5.14.A ilustra los registros de las corrientes postsinápticas excitadoras espontáneas (sEPSC) de una neurona piramidal en condiciones control y tras 5, 15 y 30 minutos de aplicación de HC. Estos registros muestran un descenso en la frecuencia de potenciales sinápticos excitadores espontáneos tras la administración de HC. Para toda la población (n=20), la frecuencia media de sEPSC (Figura 5.14.C) permaneció inalterada a los 5 minutos de perfusión del oxidante, pero descendió significativamente un 33% desde la situación control (1,59±0,11 Hz) tras 15 minutos (1,23±0,13 Hz) de aplicación de HC. Además, los sEPSC individuales que se registraron mostraron amplitudes más pequeñas, más evidente en la figura 5.14.A a los 15 y 30 minutos de la aplicación del HC. La figura 5.14.B, que ilustra unos registros promediados (ver materiales y métodos) de sEPSC, muestra con más precisión los cambios en la amplitud y en la forma de los eventos ilustrados en la figura 5.14.A. En esta figura se observa una disminución progresiva de la amplitud que ya es estadísticamente significativa a los 15 minutos. Así, la amplitud de los eventos disminuyó de -37,8±2,3 pA en condiciones control hasta -26,6±1,6 pA tras 15 minutos de administración de HC (Figura 5.14.D).   Las figuras 5.14.F y 5.14.G representan gráficos de probabilidad de amplitud de los eventos de la misma neurona ilustrada en 5.14.A-B. La figura 5.14.F muestra que el mayor número de sEPSC se encuentran en la región alrededor de -30 pA en condiciones control, y en la región de -15 y -20 pA a los 15 y 30 minutos de la aplicación de HC. Esta figura muestra también que los eventos mayores de 40 pA desaparecen a los 15 y 30 minutos de la administración del HC. En la figura 5.14.G se puede observar cómo el HC provoca una desviación hacia la izquierda en la probabilidad de amplitud de los sEPSC cuando los datos se representan en diagramas normalizados acumulados, que fue más evidente a los 15 minutos, sin afectarse el umbral de corriente. Por otra parte, la amplitud A50 (valor alcanzado por el 50% de las corrientes postsinápticas) fue de 27,8 pA en condiciones control, disminuyó hasta los 23,6 pA a los 5 minutos, y volvió a disminuir de nuevo hasta los 17,0 y los 16,1 pA a los 15 y 30 minutos de la aplicación de HC, respectivamente. En paralelo con el descenso en frecuencia y amplitud, la constante de tiempo de bajada de los sEPSC (Figura 5.14.E) también disminuyó significativamente desde 4,86±0,79 en situación control hasta 3,37±0,40 a los 15 minutos de la aplicación del HC. 
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Finalmente, hay que mencionar que un lavado prolongado durante 30 minutos no revirtió los efectos observados en frecuencia, amplitud y constante de bajada de los sEPSC (no mostrados en las figuras, n=5).  Para profundizar en el mecanismo por el que la LPO induce daño neuronal se administró TTX (1µM) para observar la liberación independiente de potencial de acción (Figura 5.15.A) y estudiar lo que se conoce con el nombre de corrientes postsináticas en miniatura o minis. Esta figura y la figura 5.15.C, muestran que la frecuencia de eventos de corrientes excitadoras postsinápticas en miniatura (mEPSC) no varía con la administración de HC. La forma típica de los mEPSC se ilustra en la figura 5.15.B. No se observaron diferencias en la amplitud (Figura 5.15.D), pendiente de subida (10-90%; Figura 5.15.E) o en la constante de tiempo de bajada de los mEPSC (Figura 5.15.F) tras 15 minutos de aplicación del HC en la población de neuronas registradas (n=10). Tampoco se encontraron cambios en la distribución de los mEPSC mostrados en la figura 5.15.G o en los diagramas acumulados normalizados ilustrados en la figura 5.15.H tras la aplicación de HC. La amplitud A50 también permaneció inalterada tras la aplicación de HC: 14,4 pA en ausencia de HC y 13,5 pA tras su administración. De hecho, los valores de frecuencia, amplitud y constante de bajada de los mEPSC obtenidos en presencia de TTX (Figura 5.15.C, D y F) son similares a los valores obtenidos para los sEPSC tras 30 minutos de aplicación de HC (Figura 5.14.C-E). Como el tamaño y la duración de los sEPSC están determinados por la cantidad de glutamato liberado, al reducir la liberación de glutamato se acelera la constante de tiempo de bajada de los EPSC (Takahashi y col., 1995).   Nuestros datos sugieren que la caída en la concentración de glutamato en el espacio sináptico puede explicar la disminución de la constante de tiempo de bajada de los EPSC. De estos datos podemos concluir que los efectos del HC en la liberación sináptica pueden ser explicados por el bloqueo del componente de los sEPSC que está mediado por potencial de acción, sin afectarse el mecanismo que gobierna la fusión de las vesículas con la membrana, la recaptación de glutamato y las propiedades de los receptores glutamatérgicos postsinápticos.   
Resultados |  
 
 100  Figura 5.14. Efectos del hidroperóxido de cumeno (HC) sobre las corrientes postsinápticas espontáneas excitadoras (sEPSC) de las neuronas piramidales de la corteza motora. A. Registro de sEPSC en condiciones control y a 5, 15 y 30 minutos tras la administración de HC (10 µM). B. Registros que muestran sEPSC promediados en condiciones control y tras la administración del oxidante. C-E. Histogramas que muestran los valores medios (n=20) de frecuencia, amplitud y constante de bajada en condiciones control y tras la administración de HC. F. Gráfico que muestra la relación entre el número de sEPSC y la amplitud para las cuatro condiciones. Nótese que el HC induce un descenso en la frecuencia de sEPSC y un acortamiento de la duración de dichos sEPSC, como consecuencia del descenso en la constante de bajada tras 15 minutos de aplicación de HC. G. Gráfico normalizado del acumulado de sEPSC respecto a la amplitud. Las líneas punteadas muestran los valores de amplitud (A50) alcanzados por el 50% de los sEPSC en cada situación experimental.   
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 101   Figura 5.15. Efectos del hidroperóxido de cumeno (HC) sobre las corrientes postsinápticas excitadoras en miniatura (mEPSC) de las neuronas piramidales de la corteza motora. A. Registros que muestran corrientes postsináticas excitadoras (EPSC) en condiciones control (EPSC espontáneos; sEPSC) (arriba), tras la administración de tetrodotoxina (TTX; 1 µM) (mEPSC; en medio) y el efecto de la aplicación de HC 10 µM durante 15 minutos sobre los mEPSC (abajo). B. Registros que muestran EPSC promedios en las tres situaciones ilustradas en A. C-F. Histogramas que muestran los valores medios (n=10) de frecuencia, amplitud, pendiente de subida (90-10 %) y constante de bajada para todas las situaciones experimentales. G. Gráfico que muestra la relación entre el número de mEPSC en situación control y tras la aplicación de HC. H. Gráfico normalizado del acumulado de mEPSC en relación con la amplitud, en situación control y tras la aplicación de HC. Las líneas punteadas muestran los valores de amplitud (A50) alcanzados por el 50% de los mEPSC en ambas situaciones.  
Resultados |  
 
 102 
5.13. Efecto de la aplicación de HC sobre las entradas sinápticas inhibidoras en las neuronas piramidales de la corteza motora. La depresión sináptica mediada por HC en la neurotransmisión glutamatérgica excitadora podría extenderse a la liberación de transmisores inhibidores. Por tanto, para evaluar si las entradas sinápticas espontáneas GABAérgicas también se modifican por la LPO se realizaron registros de fijación de voltaje a 0 mV.   La figura 5.16.A ilustra registros de corrientes postsinápticas inhibidoras espontáneas (sIPSC) de una neurona piramidal en las condiciones control y tras 5, 15 y 30 minutos de aplicación de HC. En estos registros se observa una bajada en la frecuencia de eventos sinápticos espontáneos tras 5 minutos de la aplicación de HC. La frecuencia media de los sIPSC (Figura 5.16.C) disminuye significativamente un 27% respecto al control (6,96+0,5 Hz) a los 5 minutos de la aplicación de HC (5,1+0,34 Hz). En la figura 5.16.B se ilustran los registros promedio de sIPSC. Estos registros muestran una disminución progresiva de la amplitud que ya es estadísticamente significativo respecto del control a los 5 minutos de la aplicación del HC. Tras 15 minutos de tratamiento, el HC produce de nuevo un descenso significativo en la amplitud de los eventos; sin embargo, no se observan diferencias entre los 15 y los 30 minutos de tratamiento. Así, para toda la población (n=20), el valor de amplitud de los eventos descendió desde 113,6+11,5 pA en condiciones control hasta 75,1+5,7 pA a los 5 minutos de exposición al HC, y de nuevo disminuyó hasta 51,5+3,4 (Figura 5.16.D) a los 15 minutos de la inducción de la LPO. La figura 5.16.F muestra el gráfico de probabilidad de la amplitud de los eventos sinápticos para el ejemplo representado en la figura 5.16.A. Esta figura indica que la mayoría de los sIPSC tienen amplitudes alrededor de los 35 pA en condición control, y cercanos a 20 pA a los 15 y 30 minutos tras la aplicación del HC. En esta figura también se puede observar que los eventos mayores de 75 pA desaparecen casi por completo a los 5 minutos de la aplicación del HC, mientras que en la situación control aparece un gran número de eventos con amplitudes comprendidas entre 75 y 250 pA. La figura 5.16.G muestra que el HC provoca un desplazamiento hacia la izquierda en la probabilidad de amplitud de los eventos sIPSC cuando los datos se representan en un diagrama acumulativo normalizado, que ya fue evidente a los 5 minutos de tratamiento. Por otra parte, la amplitud A50 de los sIPSC (valor alcanzado por el 50% de las corrientes postsinápticas) es de 107,6 pA en la situación control, disminuye hasta 39,2 pA a los 5 minutos, y disminuye de nuevo hasta 28,7 y 23,4 pA a los 15 y 30 minutos de la aplicación del HC, respectivamente. 
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 103 Figura 5.16. Efectos del hidroperóxido de cumeno (HC) sobre las corrientes postsinápticas espontáneas inhibidoras (sIPSC) de las neuronas piramidales de la corteza motora. A. Registro de sIPSC en la situación control y tras 5, 15 y 30 minutos de la aplicación de HC (10 µM). B. Registros que muestran sIPSC promediados en condiciones control y tras la administración del oxidante. C-E. Histogramas que muestran los valores medios (n=20) de frecuencia, amplitud y constante de bajada en situación control y tras la administración de HC. F. Gráfico que ilustra la relación entre el número de sIPSC y la amplitud para las cuatro condiciones estudiadas. Nótese que el HC induce un descenso en la frecuencia y en la constante de bajada de los sIPSC, ya evidente tras 5 minutos de aplicación de HC. G. Gráfico normalizado del acumulado de sIPSC respecto a la amplitud. Las líneas punteadas muestran los valores de amplitud (A50) alcanzados por en 50% de los sIPSC en cada situación experimental. 
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 104  Figura 5.17. Efectos del hidroperóxido de cumeno (HC) sobre las corrientes postsinápticas inhibidoras en miniatura (mIPSC) de las neuronas piramidales de la corteza motora. A. Registro que muestra las corrientes postsinápticas inhibidoras (IPSC) en situación control (IPSC espontáneos; sIPSC) (arriba), tras la administración de tetrodotoxina (TTX; 1 µM) (mIPSC; en medio) y los efectos sobre los mIPSC tras la aplicación de HC 10 µM durante 15 minutos (abajo). B. Registros que muestran IPSC promediados en las tres situaciones ilustradas en A. C-F. Histogramas que muestran los valores medios (n=10) de frecuencia, amplitud, pendiente de subida (90-10 %) y constante de bajada para todas las situaciones experimentales. G. Gráfico que muestra la relación entre el número de mIPSC en situación control y tras la aplicación de HC. H. Gráfico normalizado del acumulado de mIPSC en relación con la amplitud en situación control y tras la aplicación de HC. Las líneas punteadas muestran los valores de amplitud (A50) alcanzados por el 50% de los mEPSC en ambas situaciones.    
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A continuación, se registraron en presencia de TTX las corrientes postsinápticas inhibidoras en minitura (mIPSC, n=10, Figura 5.17.A). En estos registros y en la figura 5.17.C se puede ver que no hay cambios en la frecuencia de mIPSC tras la aplicación de HC. La figura 5.17.B ilustra la forma típica de los mIPSC promediados del ejemplo representado en la figura 5.17.A y muestra que durante 15 minutos de aplicación de HC no se produce ningún cambio en la forma del evento sináptico, amplitud (Figura 5.17.D), pendiente de subida del evento (10-90%; Figura 5.17.E) o constante de tiempo de bajada del evento (Figura 5.17.F).   Tampoco se encontraron diferencias en la distribución de los mIPSC tras la aplicación de HC, como se observa en la figura 5.17.G o en el diagrama acumulado normalizado mostrado en la figura 5.17.H. La amplitud A50 permaneció inalterada en un valor de 22-23 pA. Estos resultados sugieren que los mIPSC no se ven afectados por HC como se observó anteriormente en los mEPSC. Por otra parte, la frecuencia de mIPSC es significativamente más baja a la obtenida en sIPSC tras 30 minutos de aplicación de HC. El TTX reduce la frecuencia de los IPSC hasta 1,97±0,27 Hz, mientras que la frecuencia de los IPSC tras 30 minutos de tratamiento con HC es 3,93±0,28 Hz. Además, los valores de amplitud de los mIPSC obtenidos en presencia de TTX (27,1±0,8 pA; Figura 5.17.D) son menores que los obtenidos en los sIPSC tras 30 minutos de aplicación de HC (50,9±3,8; Figura 5.16.D). Concluimos de estos datos que la transmisión sináptica inhibidora se interrumpe tras 5 minutos de exposición al HC, pero no es completamente abolida tras 30 minutos de tratamiento.  5.14. Contribución del bloqueo de entradas sinápticas glutamatérgicas y GABAérgicas en el efecto del HC sobre la excitabilidad neuronal.  Las modificaciones sinápticas producidas por el HC, descritas anteriormente, podrían tener una acción directa sobre la excitabilidad neuronal. Los registros en fijación de corriente mostraron, como ya hemos visto, una despolarización progresiva en las neuronas piramidales. Previamente hemos demostrado, además, que el HC produce un cambio bifásico en la resistencia de membrana con un aumento transitorio alrededor del minuto 5 tras la aplicación del oxidante, tras lo cual disminuye gradualmente hasta valores inferiores a los controles. La coincidencia temporal de la despolarización del potencial de membrana y del aumento en la resistencia con el bloqueo de las entradas sinápticas inhibidoras nos llevó a plantearnos si estos hechos estaban relacionados. En primer lugar, exploramos aplicando TTX el efecto del bloqueo de la transmisión sináptica premotora, dependiente de potencial de acción, sobre la resistencia de membrana. La figura 5.18.A representa un registro continuo de fijación de corriente en el que se aplica de forma sistemática, cada minuto, un pulso de corriente hiperpolarizante de -100 pA de intensidad y 200  
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Tabla 5.2. Efectos del TTX sobre el potencial de membrana, la resistencia y la corriente de entrada.  ms de duración, para observar la respuesta en voltaje. Esta figura muestra que tras 5 minutos de aplicación de TTX se produce un aumento en la amplitud de las respuestas en voltaje, lo que significa un aumento en la resistencia de membrana. Específicamente, en esta célula la resistencia 
auŵeŶta desde uŶ ǀaloƌ ĐoŶtƌol de ϭϰϲ MΩ hasta ϭϲϮMΩ. Paƌa la poďlaĐióŶ Đoŵpleta ;Ŷ=ϭϮͿ, la resistencia fue 142±6,ϯ MΩ eŶ situación control y ésta aumentó significativamente hasta 152,6±5,3 MΩ eŶ pƌeseŶĐia de TTX ;Tabla 5.2). Además, como se observa en la figura 5.18.A, tras 5 minutos de aplicación de HC la respuesta en voltaje se mantiene inalterada y no se observa un efecto adicional en la resistencia (Tabla 5.2). Después, como se muestra en la figura 5.18.A y en la tabla 5.2, los valores de resistencia disminuyen progresivamente alcanzando a los 15 minutos valores por debajo de los iniciales ;ϭϮϵ MΩ eŶ el ejeŵplo de la figuƌaͿ.  En cuanto al potencial de membrana, no se encontró ningún efecto del TTX sobre el mismo, pero sí se observó una pequeña despolarización del potencial de membrana de alrededor de 3 mV tras la aplicación del HC (Figura 5.18.A; Tabla 5.2). De estos datos se puede deducir que el incremento en la resistencia de membrana típicamente observado durante los primeros minutos de la aplicación del HC podría ser consecuencia de la depresión sináptica producida por el TTX.  La figura 5.18.B representa un registro de fijación de voltaje a -70 mV tras la perfusión de la rodaja con TTX y posteriormente con TTX y HC. En la figura puede observarse una pequeña corriente de entrada producida por la administración de TTX. Para toda la población celular registrada (n=12) la corriente de entrada observable tras la aplicación de TTX alcanzó un valor de -10,0±4,4 pA (Tabla 5.2). A continuación, la administración de HC provocó un lento y significativo aumento en la corriente de entrada que para el conjunto de la población registrada alcanzó un valor de -17,9±6,4 pA a los 5 minutos y de -42,5±13,8 pA a los 15 minutos de aplicación de HC  (Tabla 5.2; -44 pA para la neurona ilustrada en la figura 5.18.B). Estos datos sugieren que el HC provoca una corriente despolarizante a través de un mecanismo que es, al menos en parte, insensible a TTX (y por tanto no está mediado sinápticamente), y que no es bloqueado por el Cs+ intracelular incluido en el microelectrodo de patch. Por tanto, concluimos que esta corriente puede ser la causa de la despolarización que observamos en las neuronas piramidales tras la exposición a HC. 
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 Figura 5.18. Efectos de la tetrodotoxina (TTX) y el hidroperóxido de cumeno (HC) sobre la resistencia (R), el potencial de membrana y la corriente de fijación de las neuronas piramidales de la corteza motora. A. Respuesta en voltaje a pulsos de corriente negativa (-100 pA) en situación control (primera flecha desde la izquierda), tras 5 minutos de administración de TTX 1 µM (segunda flecha) y tras el tratamiento con HC (5 minutos, tercera flecha; 15 minutos, cuarta felcha). Nótese el incremento en amplitud de la respuesta en voltaje tras la aplicación de TTX (incremento en resistencia) que permanece inalterado tras los primero 5 minutos de aplicación de HC. A continuación la respuesta en voltaje disminuye progresivamente tras registrar durante 15 minutos más. También se observa una despolarización del potencial de membrana. B. Registro en fijación de voltaje que muestra los cambios que se producen en la corriente para fijar el voltaje a -70mV tras la administración de TTX y HC. Nótese que la administración de TTX y HC causa una corriente de entrada (despolarizante) de -3 pA y -44 pA, respectivamente.   Posteriormente, se examinó la contribución de las entradas sinápticas glutamatérgicas y GABAérgicas a los efectos observados del TTX y del HC sobre las propiedades de membrana. Para ello se llevaron a cabo experimentos con antagonistas de neurotransmisores. El bloqueo de la transmisión fásica excitadora con CNQX y APV no previno los efectos del HC sobre la despolarización de la membrana y el cambio bifásico observado en la resistencia de membrana (ver Tabla 5.3).   
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Tabla 5.3. Efectos de la adición de CNQX y APV sobre el potencial de membrana y la resistencia de las células piramidales de la corteza motora.    El bloqueo de la transmisión sináptica inhibidora con gabazina (bloqueador de GABAA), sin embargo, sí eliminó los efectos del HC que producen el incremento transitorio de la resistencia de membrana alrededor del minuto 5 de exposición al oxidante. La figura 5.19.A-D ilustra los registros de una célula representativa mostrando las respuestas del potencial de membrana a pulsos cuadrados de corriente positiva y negativa de 50 pA en condición control, tras la adición de gabazina y tras la aplicación de una mezcla de gabazina y HC. Como se ve en la figura 5.19.E, la resistencia de membrana de esta neurona se incrementó de ϭϴϭ a ϮϬϴ MΩ tƌas el ďloƋueo de los receptores GABAérgicos con gabazina. Por otro lado, la resistencia de membrana permaneció invariable en un valor de ϮϬϱ MΩ tras 5 minutos de aplicación de HC, y seguidamente disminuyó 
a ϭϭϵ MΩ a los ϭϱ ŵiŶutos (Figura 5.19.F). Resultados similares se encontraron en todas las células registradas (n=12; Tabla 5.4). Tabla 5.4. Efectos de la adición de gabazina sobre el potencial de membrana y la resistencia de las células piramidales de la corteza motora.  Una consecuencia funcional del incremento en resistencia en presencia de gabazina y a los 5 minutos de exposición al HC es que la célula piramidal de la figura 5.19 A-D muestra un descenso en la reobase, comparado con la condición control. En esta célula, una corriente de 100 pA consiguió generar un potencial de acción cuando se trató con gabazina y tras 5 minutos de aplicación de gabazina más HC, pero no en la situación control. De estos datos, concluimos que bloquear las entradas GABAérgicas con gabazina produce unos resultados similares a los observados cuando se aplicó el TTX, o cuando se aplica HC durante 5 minutos. Estos resultados nos hicieron pensar que el aumento transitorio en la resistencia de membrana a los 5 minutos de la aplicación de HC se podría deber a la afectación por este oxidante de una corriente inhibidora tónica mediada por los receptores GABA.  
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 109  Figura 5.19. Efectos de la gabazina y el hidroperóxido de cumeno (HC) sobre la resistencia de entrada de las neuronas piramidales de la corteza motora. A-D. Registros de la misma célula que muestran las respuestas del potencial de membrana a pulsos cuadrados de corriente positiva y negativa de 50 pA en situación control (A), tras la adición de gabazina (10 µM) (B) y a 5 y 15 minutos de la aplicación de gabazina con HC 10 µM (C y D). El pico de los potenciales de acción se ha cortado en estas figuras. E. Gráfico que muestra la relación entre la corriente y la respuesta en voltaje para la célula representada en A-D. Nótese que la gabazina produce un incremento en la resistencia de entrada. F. Histograma que muestra los valores medios de resistencia de entrada para toda la población (n=12) en condiciones control y en las otras tres situaciones estudiadas.    
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Para determinar si las motoneuronas presentan esta corriente tónica dependiente de GABA, se realizaron experimentos de fijación de voltaje en los que se añadió a la cámara de registro gabazina (20 μMͿ, eŶ auseŶĐia de GABA eǆógeŶo Ǉ eŶ presencia de CNQX (50 µM) y APV (20 µM) para bloquear las corrientes glutamatérgicas (n = 10). En estas condiciones, las sIPSC se bloquearon, y se desenmascaró una corriente de carácter tónico (51,0 ± 10,7 pA; Figura 5.20.A) como consecuencia del bloqueo de los receptores GABAA. Como se observa en la figura 5.20.B, al realizar el mismo experimento sustituyendo la gabazina por HC observamos que aparece una corriente de características semejantes a la anterior, aunque esta vez los eventos sinápticos no desaparecen, sino que disminuyen en frecuencia y amplitud. Esta corriente se mantiene estable hasta que comienza a disminuir aproximadamente a los 7 minutos desde la aplicación del HC (50,6 ± 13,9 pA; -23,1 ± 8,2 a los 7 min; Figura 5.20.B). Este comportamiento concuerda perfectamente con los efectos del HC descritos anteriormente en este apartado de resultados. Por último, realizamos otro grupo de experimentos en los que comprobamos que al añadir HC a la perfusión tras la gabazina no se produjo ningún efecto sumatorio sobre la corriente tónica (48,2 ± 12,3 pA con HC vs. 51,0 ± 10,7 sin HC; Figura 5.20.C). Todos estos resultados parecen indicar que el HC abole la corriente tónica mediada por los receptores GABAA. Por tanto, proponemos que la LPO provocaría una fase transitoria y temprana de hiperexcitabilidad neuronal como consecuencia del bloqueo de esta corriente tónica inhibidora GABAérgica.    Figura 5.20. Caracterización de la corriente tónica GABAérgica y su papel en la despolarización del potencial de membrana. A. Registro electrofisiológico en fijación de voltaje donde podemos observar los efectos de la gabazina (inhibidor de los receptores GABAA) sobre la corriente necesaria para fijar el voltaje a -70 mV y sobre los eventos sinápticos de la neurona registrada. Podemos observar la existencia de una corriente tónica GABAérgica de 30 pA de amplitud que se hace evidente en cuanto la gabazina hace su efecto. Nótese la rapidez de la gabazina para abolir los eventos sinápticos de la neurona. Para este registro y los siguientes se ha perfundido en la cámara de registro CNQX y APV como inhibidores glutamatérgicos con el fin de observar solamente componentes dependientes de GABA. B. Registro en fijación de voltaje que muestra el efecto del HC sobre la corriente necesaria para fijar el voltaje a -70 mV. En esta figura, al igual que en la figura anterior, observamos la afectación de una corriente tónica GABAérgica, que en esta célula alcanza unos 100 pA de amplitud, tras la adición de HC. Nótese que posteriormente el HC provoca la despolarización del potencial de membrana y una disminución en la frecuencia y amplitud de los eventos sinápticos como se ha descrito en figuras anteriores. C. Registro en fijación de voltaje donde se muestra el efecto de la adición de gabazina y HC sobre la corriente necesaria para mantener el voltaje a -70 mV. Al igual que en la figura A la gabazina evidencia la presencia de una corriente tónica GABAérgica de 45 pA de amplitud que se acompaña de la desaparición de los eventos sinápticos de la neurona registrada. El HC no produce ningún efecto adicional sobre esta corriente, pero sí observamos que provoca la despolarización del potencial de membrana de la neurona como se ha descrito anteriormente.    
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5.15. Prevención de la peroxidación lipídica causado por el hidroperóxido de cumeno mediante preincubación con melatonina.  Con el objeto de demostrar que el HC efectivamente induce una situación de estrés oxidativo, medimos por medios bioquímicos la LPO de la membrana de las neuronas de la corteza motora tras la administración de HC. La figura 5.21.A ilustra en rodajas de cerebro que contienen corteza motora la LPO, expresada como los incrementos (en porcentaje) comparados con la situación control a 0 (control), y expuestas a 1, 10 y 100 µM de HC, durante 0, 5, 15 y 30 minutos. Como se ve en la figura 5.21.A, el HC induce la LPO de una manera dosis y tiempo dependiente. Un mayor tiempo o una mayor dosis causa un incremento progresivo de LPO, significativo a los 5 minutos para las 3 concentraciones estudiadas respecto al control. Sin embargo, el incremento de la LPO alcanza un estado estable (͞plateau͟) en el minuto 15. Además, se puede observar que el nivel de LPO con 1 µM de HC en el minuto 30 es similar al valor medio obtenido tras 5 minutos de exposición a 10 µM. A pesar de que el incremento en LPO es dosis dependiente, principalmente en tiempos cortos, estos incrementos no son proporcionales a la concentración. Por ejemplo, los incrementos observados con 100 µM de HC son mayores, pero no estadísticamente diferentes, a los observados con 10 µM de HC. En cambio, estos efectos sí son significativamente diferentes cuando comparamos 10 frente a 1 µM de HC.   Por último, quisimos estudiar si el antioxidante melatonina era capaz de proteger las membranas celulares del efecto de la LPO inducida por el HC. En primer lugar y a modo de control se estudió si existían diferencias en el grado de LPO entre los tejidos tratados con melatonina y los no tratados, y posteriormente se analizó si los tejidos previamente tratados con melatonina resistían la LPO producida por HC. Estos experimentos (n=6) revelaron que no existían diferencias entre la LPO en las células tratadas con LCR artificial y 50 µM de melatonina respecto al control (sólo LCR artificial). Además, como se observa en la figura 5.21.B, la melatonina previno la LPO inducida por 10 µM de HC, no existiendo diferencias significativas entre los tejidos tratados solo con melatonina (control de melatonina) y los tejidos tratados con melatonina más 10 µM de HC, a los 5, 15 o 30 minutos. A pesar de no existir diferencias significativas, se observó un ligero incremento en el grado de LPO a los 30 minutos de perfusión con HC.  Independientemente del tiempo de aplicación (5, 15 y 30 minutos) las diferencias encontradas en LPO entre los tejidos tratados con LCR artificial más 10 µM de HC, y los tejidos tratados con LCR artificial más un cóctel formado por 10 µM de HC y 50 µM de melatonina fueron siempre significativas (Figura 5.21.B).    
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 Figura 5.21. Prevención de la peroxidación lipídica con melatonina.  A. Gráfico que muestra los valores de LPO, expresados en %, a los 0, 5, 15 y 30 minutos tras la exposición a HC 1µM (azul; n=6), 10 µM (rojo; n=6) y 100 µM (negro; n=6). B. Gráfico que muestra los valores de LPO, expresados en %, a los 0, 5, 15 y 30 minutos tras la exposición a HC 10 µM (n=6) y a HC 10 µM más melatonina 50 µM (n=6). C. Registro electrofisiológico que muestra que el potencial de membrana y las respuestas en voltaje a pulsos de corriente negativa de -100 pA y 500 ms permanecen estables a lo largo de 30 minutos de exposición a HC 10 µM + 50 µM de melatonina. Las flechas señalan las respuestas en voltaje a los 5, 15 y 30 minutos. La 
letƌa ͞a͟ iŶdiĐa uŶa difeƌeŶĐia sigŶifiĐatiǀa eŶ ƌelaĐióŶ a la situaĐióŶ ĐoŶtƌol, ͞ď͟ ƌepƌeseŶta uŶa difeƌeŶĐia signifiĐatiǀa eŶtƌe uŶa ĐoŶĐeŶtƌaĐióŶ Ǉ la pƌeĐedeŶte paƌa el ŵisŵo peƌiodo de tieŵpo Ǉ ͞Đ͟ ŵuestƌa uŶa diferencia significativa entre la aplicación de HC 10 µM y HC 10 µM + melatonina 50 µM para el mismo periodo de tiempo.   Mediante las aproximaciones bioquímicas antes mencionadas observamos que la melatonina previene la LPO inducida por el HC. Por ello nos preguntamos si un pre-tratamiento de las rodajas de cerebro con este antioxidante podría actuar como neuroprotector y podría prevenir los cambios en las propiedades intrínsecas de membrana inducidos por 10 µM HC (n=6). La figura 5.21.C ilustra los efectos de la aplicación de 50 µM de melatonina más 10 µM de HC sobre el potencial de membrana durante 30 minutos. Como se ve en la figura, no se observan 
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cambios en el potencial de membrana ni en la resistencia de membrana durante todo el tiempo de registro. La misma respuesta se obtuvo en 4 de las 6 neuronas estudiadas en las que no se observaron cambios en el potencial de membrana, resistencia de membrana o propiedades de disparo. No obstante, en 2 de las 6 células sí mostraron un descenso en la ganancia alrededor del minuto 30. De estos datos pudimos concluir que el HC produce LPO y que esta peroxidación puede ser prevenida, al menos en parte, por la preincubación de las neuronas con el antioxidante melatonina. 
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6. DISCUSIÓN  6.1.  Consideraciones generales. Los resultados obtenidos muestran alteraciones significativas en las propiedades electrofisiológicas de la membrana de las neuronas piramidales de la corteza motora y en sus entradas sinápticas como consecuencia de la LPO. Estos resultados, hasta la fecha, se han publicado en 3 revistas científicas, se han presentado a 3 congresos y han originado una patente. En los siguientes apartados se discutirán los resultados en el orden de los objetivos planteados en la tesis doctoral. Estos se compararán con el efecto producido por oxidantes, como el agua oxigenada o el propio HC, en estudios en neuronas piramidales, en otras poblaciones de motoneuronas como el hipogloso, o en otros tipos neuronales. En primer lugar, en el siguiente apartado comenzaremos con la discusión de las ventajas y las limitaciones del método utilizado. Y terminaremos la discusión presentando las implicaciones funcionales de los resultados obtenidos.   6.2. Consideraciones metodológicas. El estrés oxidativo ocurre, como hemos explicado anteriormente en el apartado de  introducción, cuando la producción de ROS excede a la capacidad antioxidante de los tejidos (Martin y Teismann, 2009; Ljubisavljevic, 2016; Sims-Robinson y col., 2013). En casos de daño neuronal, se cree que estos niveles elevados de ROS contribuyen en gran parte a la degeneración neuronal, lo que podría constituir uno de los factores relacionados con el desarrollo de diferentes enfermedades neurológicas como la ELA, la enfermedad de Parkinson o la enfermedad de Alzheimer (Andersen, 2004; Reynolds y col., 2007). Aunque hay numerosos mecanismos fisiopatológicos que provocan la vulnerabilidad de las neuronas motoras en la ELA, el estrés oxidativo se ha descrito como un factor importante en el caso de la muerte de las neuronas piramidales de la corteza motora (Cleveland y Rothstein, 2001; Kim y col., 2014). Basándonos en evidencias de diversos estudios previos, como los de Nakaya y colaboradores (1992) o Vimard y colaboradores (2011), un compuesto que simula los efectos celulares que produce el estrés oxidativo es el HC. Este compuesto es un agente oxidante orgánico estable que tiene el grupo funcional peróxido, -O-O-, en su fórmula molecular, el cual es el responsable de inducir la LPO que afecta a la membrana celular (Ayala y col., 2014). Se ha descrito que el HC tiene una mayor capacidad para inducir estrés oxidativo que el H2O2, incluso a concentraciones relativamente bajas (Jovanovic y Jovanovic, 2013). Para la primera parte de nuestro estudio se seleccionó una concentración de 10 µM de HC y un tiempo total de perfusión de 30 minutos, durante los cuales se analizaron los distintos parámetros electrofisiológicos estudiados a los 5, 15 y 30 minutos. Cai 
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y colaboradores (2009), demostraron que el MDA, un intermediario de la LPO, daña de manera gradual a las neuronas del hipocampo tras la exposición durante 3 horas a distintas concentraciones (1, 10, 100 y 1000 µM). De acuerdo con estos autores, el MDA puede tener efectos bioquímicos sobre las neuronas del hipocampo y estos efectos son tiempo y dosis dependientes. A la misma conclusión se llegó en otros trabajos en los que se estudiaron los efectos dosis respuesta de la toxicidad del HC en cultivos celulares (Shimura y col., 1985; Vimard y col., 1996 y 2011, Vroegop y col., 1995). Estos estudios probaron que la ratio de mortalidad celular es muy baja (menos del 5%) cuando se aplica el HC en concentraciones inferiores a 1mM durante periodos inferiores a 30 minutos. Sin embargo, en estos mismos estudios se comprobó que la ratio de mortalidad puede alcanzar hasta un 70% cuando se alargan los tiempos de administración (entre 60 y 180 minutos) o cuando se utilizan concentraciones mayores. Basándonos en estas evidencias, para la segunda parte de nuestra investigación decidimos usar 3 concentraciones distintas de HC (1, 10 y 100 µM) durante 30 minutos, lo cual garantiza una ratio baja de mortalidad celular, para estudiar los efectos dosis y tiempo dependientes del HC. Al igual que en la primera fase de nuestra investigación durante la administración del oxidante hemos analizado numerosos parámetros electrofisiológicos registrando datos a los 5, 15 y 30 minutos desde el comienzo de la aplicación del HC para identificar posibles alteraciones en las propiedades de membrana. Es importante remarcar que antes de realizar todo lo descrito anteriormente, comprobamos que las neuronas de la corteza motora mantienen estables sus propiedades de membrana, bajo nuestras condiciones de registro, durante 30 minutos, como se había demostrado previamente en otra población neuronal (Nani y col., 2010). Por esta razón, cualquier alteración de los parámetros fisiológicos analizados puede ser considerada efecto de la administración del oxidante y no de las condiciones de registro.   En nuestro trabajo de investigación hemos estudiado las neuronas piramidales de la capa V de la zona cerebral frontal y más concretamente de la corteza motora primaria. Esta zona está implicada en la ejecución de los movimientos voluntarios, el control fino (preciso) de estos movimientos, así como en el aprendizaje de nuevas habilidades motoras (Hosp y col., 2011; Oswald y col., 2013). El motivo de su elección fue el conocimiento de que la corteza motora primaria es la región que más se afecta en algunas enfermedades neurodegenerativas, como la ELA (Mochizuki y col., 2011). En las neuronas seleccionadas para su registros hemos estudiado sus propiedades pasivas y activas de membrana mediante protocolos electrofisiológicos en los que los directores de esta tesis tienen una amplia experiencia (ver Núñez-Abades y col., 1993 o Carrascal y col., 2006).   
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6.3. Alteraciones en las propiedades pasivas de membrana por estrés oxidativo. Se observaron cambios en las distintas propiedades electrofisiológicas de las neuronas piramidales, entre ellas el potencial de membrana y las propiedades pasivas de la célula, por el efecto del estrés oxidativo producido por la exposición al HC. El potencial de membrana en reposo de las neuronas se fue despolarizando progresivamente durante la exposición al HC. Este resultado es acorde con el obtenido por Nakaya y colaboradores (1992) en células cardíacas, en el que se propone que, al menos en parte, la despolarización se produce por la inhibición de la actividad de los canales de K+. En motoneuronas del hipogloso, utilizando un modelo de estrés oxidativo (Nani y col., 2010), se demostró que los agentes oxidantes producen un bloqueo de los canales de fuga de K+ tipo TASK-1 presentes en dichas motoneuronas. En estas neuronas la despolarización cursa en paralelo con un aumento en la resistencia de la membrana. La similitud en los resultados obtenidos en nuestro estudio (despolarización en paralelo a un aumento en la resistencia), nos permitió proponer, en un principio, que en los primeros minutos de aplicación del oxidante deben de estar alterándose las conductancias de K+ propuestas en los estudios anteriormente citados. No obstante, estas conductancias afectadas no deben estar participando en la determinación del voltaje umbral, ya que según nuestros resultados permaneció inalterado. De hecho, la disminución del potencial de membrana cursó en paralelo con una disminución de la misma magnitud del voltaje de despolarización necesario para producir un potencial de acción. En el estudio de Nani y colaboradores (2010) se demuestra que el estrés oxidativo produce una disminución de las conductancias persistentes voltaje dependientes de Na+ y Ca2+, sin que se afecte el umbral de activación de los canales implicados (Nani y col., 2010). Podemos concluir, por tanto, que el umbral de activación de los canales voltaje dependiente de Na+ responsables de la generación de potenciales de acción, en nuestra investigación, reside en una zona de la proteína canal que no se ve alterada por estrés oxidativo.  La resistencia de la membrana de las neuronas piramidales de la corteza motora experimentó un aumento a los 5 minutos de la exposición al HC, para luego disminuir con respecto al valor control a los 15 y 30 minutos. Estos cambios en resistencia podrían estar poniendo de manifiesto alteraciones en la permeabilidad de la membrana, o la activación o inactivación de conductancias presentes en la membrana en condiciones de reposo. De hecho nuestros resultados indican que las conductancias catiónicas mixtas o Ih, responsables del sag, se inactivan en las neuronas piramidales por efecto del HC. Nani y colaboradores (2010) encontraron en las motoneuronas del hipogloso que la administración de H2O2 produjo un aumento de la resistencia, mientras que la exposición a H2O2 en neuronas talámicas y corticales produjo en ellas una disminución de la resistencia (Frantseva y col., 1998). De estos estudios se podría concluir 
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que el estrés oxidativo influye de forma sustancial sobre la resistencia de la membrana, aunque de forma diferente, en función de cuál sea la población neuronal estudiada y del tipo de oxidante. En nuestra investigación encontramos que la membrana de las neuronas piramidales de la corteza motora, en respuesta al HC, se comporta como una resistencia óhmica, es decir sigue la Ley de Ohm, y cualquier modificación en la resistencia produce un cambio compensatorio y de igual magnitud en la reobase. Como consecuencia de ello, cabría esperar que si solo se afectara este parámetro fisiológico se produciría un aumento en la excitabilidad en los 5 primeros minutos de aplicación de HC, como el observado en motoneuronas del hipogloso (Nani y col., 2010), para posteriormente sufrir una drástica disminución en la misma por la exposición continuada al HC como se ha descrito en neuronas talámicas (Frantseva y col., 1998). Sin embargo, esta predicción contrasta con los resultados obtenidos en la frecuencia de disparo de las neuronas piramidales, lo que indica que también se alteran las propiedades activas de la membrana.   Analizando los datos obtenidos en la segunda fase de nuestro estudio (estudio dosis respuesta), y siguiendo con las propiedades pasivas, no se observaron efectos sobre el potencial de membrana ni sobre la resistencia en condición control ni cuando se administró 1 µM de HC. A dicha concentración, y a pesar de que encontramos niveles significativos de LPO (Pardillo-Díaz y col., 2016), parece que la célula es capaz todavía de bloquear los efectos del estrés oxidativo sobre las propiedades fisiológicas de la membrana. Este resultado podría deberse a que las neuronas piramidales tienen un sistema eficiente de enzimas secuestradoras de radicales libres que reacciona rápidamente con 1 µM de HC, como han propuesto Jovanovic y Jovanovic (2013) al intentar explicar los efectos que el estrés oxidativo tiene sobre las propiedades electrofisiológicas en las neuronas Retzius de sanguijuelas. Los valores medidos de LPO que hemos encontrado cuando se administra la concentración de 1 µM son un 15% superior a los valores obtenidos en condiciones control. Estos valores son bajos y similares a los encontrados durante el envejecimiento en el hipotálamo-hipófisis (Argüelles y col., 2011). Según lo que hemos observado, estos niveles de LPO no serían suficientemente elevados para provocar alteraciones en las propiedades de membrana. Contrariamente a los resultados obtenidos con la concentración de 1 µM, la exposición de las neuronas corticales a 10 y 100 µM de HC sí produce cambios en el potencial de membrana, resistencia de membrana y reobase como resultado de niveles elevados de LPO. Analizando nuestros resultados realizamos una observación inesperada, ya que estas dos concentraciones causan cambios de igual magnitud en estos parámetros. Este descubrimiento puede explicarse mediante otra observación interesante que hemos realizado sobre los valores de LPO que encontramos cuando administramos 100 µM ya que éstos son ligeramente superiores, pero no significativos, a los obtenidos con 10 µM. Nuestros resultados, 
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como hemos comentado anteriormente, sugieren que el estrés oxidativo afecta a los canales y/o conductancias que determinan las propiedades pasivas de membrana (Frantseva y col., 1998; Nakaya y col., 1992; Nani y col., 2010; Pardillo-Diaz y col., 2015) en un rango de concentraciones muy estrecho (1-10 µM), lo cual se asemejaría a una respuesta de tipo todo o nada.   6.4. Alteraciones en las propiedades activas de membrana por estrés oxidativo. Al igual que las propiedades pasivas, las propiedades activas también se ven afectadas por la administración de HC. En nuestro estudio se observó que la amplitud del potencial de acción disminuyó mientras que su duración aumentó, de forma progresiva, a lo largo del tiempo de exposición al HC. Podemos encontrar datos similares en el estudio realizado por Jovanovic y Jovanovic (2013) sobre las neuronas de sanguijuela. Tanto la aplicación de H2O2 como de HC, produjo un ensanchamiento de los potenciales de acción. Este trabajo sugiere, además, que la afectación de las propiedades del potencial de acción es tiempo-dependiente ya que se acusa su efecto a lo largo de los 5, 10, 12, 15 y 20 minutos de exposición a 1,5 mM de HC. Al igual que en el trabajo de Nakaya y colaboradores (1992), Jovanovic y Jovanovic (2013) proponen como mecanismo implicado que el HC bloquea los canales de K+, especialmente los activados por calcio. Sin embargo, es más plausible que la reducción de otras conductancias, que se han demostrado sensibles al estrés oxidativo en neuronas de CA1 de hipocampo (Angelova y Müller, 2006) y que son necesarias para la repolarización del potencial de acción como son la corriente transitoria voltaje dependiente IA, o la conductancia rectificadora de K+, podrían estar afectándose en nuestra investigación, lo que explicaría nuestros resultados. Adicionalmente, la bajada en amplitud del potencial de acción, que ocurre de forma gradual por la exposición al HC, puede ser un reflejo de la disminución de la fuerza electromotriz de Na+, debido a la alteración de los gradientes iónicos por la afectación de los transportadores iónicos presentes en la membrana plasmática. De hecho, se ha demostrado que las bombas iónicas y la permeabilidad de la membrana del retículo endoplasmático se ven alteradas por el estrés oxidativo (Racay y col., 1997), algo que también puede estar ocurriendo en la membrana plasmática.   En cuanto al efecto del HC sobre las propiedades repetitivas de disparo observamos una cierta diversidad en las neuronas piramidales estudiadas durante la primera fase de la experimentación. Algunas de ellas (13/30) dejaron de disparar potenciales de acción a lo largo de los pulsos despolarizantes, mientras que otras (17/30) conservaron el disparo repetitivo. No obstante, estas últimas mostraron una disminución tanto en la frecuencia máxima de disparo como en la ganancia de la frecuencia de potenciales de acción, indicando que podrían estar mostrando los primeros síntomas de la afectación al HC que posteriormente conduce a la pérdida 
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completa del disparo. En cualquier caso, estas neuronas que conservan el disparo repetitivo tuvieron un rango de trabajo mucho menor, puesto que presentaron una mayor reobase, y cancelan su disparo a corrientes menores a la de la situación control. Este hecho contrasta con los resultados obtenidos por Nani y colaboradores (2010) donde con su modelo de estrés oxidativo con H2O2 (1 mM; 30 min) observaron un aumento en el disparo de las motoneuronas del hipogloso de rata. Por el contrario, nuestros resultados coinciden con los mostrados por Jovanovic y Jovanovic (2013) en el que el HC (1,5 mM; 20 min) produjo la cancelación completa de las propiedades de disparo en neuronas de sanguijuela. En motoneuronas del hipogloso se ha demostrado que el H2O2 disminuye las conductancias persistentes de Na+ (Nani y col., 2010) que pueden provocar una bajada en la excitabilidad cuando se bloquean por completo (Lamanauskas y Nistri, 2008). Adicionalmente, se puede postular que el bloqueo de las corrientes rectificadoras de potasio por el estrés oxidativo, las cuales participan en la repolarización del potencial de acción, alteran la excitabilidad neuronal (Hasan y col., 2013). Sin embargo, es más plausible que la pérdida de la capacidad de producir un disparo repetitivo se pueda explicar por la bajada en la probabilidad de la apertura de los canales voltaje dependientes de Na+ y ésta podría ser la principal alteración que puede comprometer el normal funcionamiento neuronal, ya que impediría la producción de potenciales de acción. De hecho, en la figura 5.5.B-D se observa la cancelación en la generación de potenciales de acción en puntos del registro donde se consigue alcanzar el umbral. Está demostrado que el H2O2 puede afectar a la probabilidad de apertura de canales voltaje dependientes vía oxidación de un residuo de cisteína de la proteína del canal (Huang y col., 2009).   Como hemos comentado antes Jovanovic y Jovanovic (2013) han demostrado que la exposición de neuronas de sanguijuela a HC (0,25, 1, y 1,5 mM) provoca la ampliación de la duración del potencial de acción pero además, dicha ampliación ocurre de una manera dosis dependiente. Por ejemplo, con la concentración de 0,25 mM el potencial de acción no cambió significativamente a lo largo de 20 minutos, pero este cambio sí fue significativo con 1 mM.  Además, una concentración mayor (1,5 mM) de HC causó un cambio evidente en la forma y la duración del potencial de acción. Analizando los datos de la segunda fase de nuestro estudio, hemos observado que el potencial de acción disminuye mientras que su duración se ve incrementada de manera progresiva a lo largo del tiempo de exposición al HC de manera dependiente de la concentración. Cuando administramos la concentración de 1 µM de HC los efectos sobre la amplitud del potencial de acción fueron evidentes a los 30 minutos de exposición al oxidante. Sin embargo, con las concentraciones de 10 y 100 µM los efectos fueron significativos a los 5 minutos de exposición, mostrando las mayores alteraciones en amplitud cuando se 
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administró la concentración de 100 µM de HC. Como se ha descrito anteriormente, se ha propuesto que el estrés oxidativo puede afectar a las conductancias que participan en la repolarización del potencial de acción y en los gradientes iónicos de Na+ (Angelova y Müller, 2006; Jovanovic y Jovanovic, 2013; Nakaya y col., 1992; Pardillo-Díaz y col., 2015). La capacidad de mantener el disparo repetitivo de potenciales de acción es, probablemente, la propiedad eléctrica que más se ve afectada por el HC. Nuestros resultados son similares a los obtenidos por Jovanovic y Jovanovic (2013) en los cuales, como hemos comentado antes, el HC (1,5 mM, 20 min) produjo una cancelación completa de las propiedades de disparo en neuronas de sanguijuelas. Sin embargo, y al igual que ocurre con los datos obtenidos en la primera fase de nuestra investigación, nuestros resultados no coinciden con los obtenidos en su estudio por Nani y colaboradores (2010) en el cual usaron un modelo de estrés oxidativo con H2O2 (1 µM, 30 min) que causó un incremento del disparo en las motoneuronas del hipogloso de ratas. Esta discrepancia puede ser debida al hecho de que el H2O2 solamente puede alcanzar los efectos producidos por el HC cuando se usa a concentraciones 10 veces superiores (Vimard y col., 2011). En cualquier caso e independientemente de cuáles son los canales y/o conductancias responsables de la generación de potenciales de acción y del disparo repetitivo (Pardillo-Díaz y col., 2015), en nuestro estudio hemos demostrado que éstos se afectan por el estrés oxidativo de una manera dosis dependiente. 6.5. Depresión del flujo de entradas sinápticas desde las interneuronas premotoras.  En los dos primeros abordajes experimentales de esta tesis doctoral hemos demostrado que el estrés oxidativo inducido por el HC provoca cambios dosis y tiempo dependientes en las propiedades funcionales de las neuronas piramidales de la corteza motora, comprometiendo la excitabilidad neuronal y la capacidad de disparar potenciales de acción de forma repetitiva (Pardillo-Díaz y col., 2015, 2016). Llegados a este punto nos preguntábamos si algunos de los cambios descritos en las propiedades de membrana, en particular la resistencia de membrana y la reobase, podrían ser resultado de las modificaciones en la liberación de neurotransmisores sobre las neuronas piramidales. Previamente se ha descrito que el estrés oxidativo, inducido mediante peróxido de hidrógeno, afecta a la transmisión sináptica que reciben las motoneuronas del hipogloso caracterizado por una reducción significativa de la frecuencia de los eventos sinápticos espontáneos (Nani y col., 2010). Para evaluar la influencia de la transmisión sináptica en las neuronas piramidales de la corteza motora hemos analizado exhaustivamente los sEPSC y sIPSC en condiciones control y tras la aplicación de HC al baño. Hemos seleccionado la concentración de 10 µM de HC durante 30 minutos ya que, como hemos visto antes, estos valores 
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producen cambios en las propiedades pasivas y activas de la membrana garantizando una ratio de muerte celular menor al 5% (Vimard y col., 2011). Nuestros resultados indicaron que el HC induce una depresión sináptica en las neuronas piramidales de forma tiempo dependiente. La frecuencia media de los sEPSC permanece inalterada a los 5 minutos pero desciende significativamente un 33% respecto del control tras 15 minutos de aplicación de HC. Sin embargo, la frecuencia media de los sIPSC se ve afectada antes ya que desciende significativamente un 27% respecto del control a los 5 minutos de la aplicación del HC (Pardillo-Díaz y col., 2017). Estos resultados observados siguen la línea de los obtenidos por Frantseva y colaboradores (1998) en un estudio en el que demostraron que la aplicación de peróxido de hidrógeno durante 4 minutos disminuye los IPSP en un 35% respecto al control en neuronas corticales y un 42% en neuronas talámicas, y que tras 6 minutos de aplicación las respuestas postsinápticas inhibidoras se abolen en un 70% en las neuronas corticales y en un 67% en el caso de las talámicas (Frantseva y col., 1998). Estos autores también afirmaron que la disminución progresiva de la transmisión sináptica inhibidora comenzó inmediatamente después de la exposición al peróxido de hidrógeno.  Nuestros resultados también indican que la amplitud y la constante de bajada de los sEPSC y sIPSC disminuyen por la exposición al HC. Es bien conocido que el tamaño y la duración de las corrientes postsinápticas espontáneas están determinados por la cantidad de neurotransmisor liberado, ya que reducir la liberación de neurotransmisores aumenta la velocidad (y por tanto disminuye el tiempo) de la constante de bajada de las corrientes postsinápticas espontáneas (Takahashi y col., 1995). Los datos obtenidos en nuestro estudio sugieren que la caída de la concentración de glutamato y GABA, respectivamente, en el espacio sináptico puede explicar la disminución en la amplitud y la constante de tiempo de las corrientes postsinápticas espontáneas. Además, en presencia de TTX, (abordaje experimental en el que solo se observa la liberación independiente de potencial de acción), los valores de frecuencia, amplitud y constante de bajada obtenidos en mEPSC y mIPSC no varían tras 15 minutos de aplicación de HC. De estos datos podemos concluir que los efectos del HC sobre la amplitud de los eventos sinápticos y su cinética pueden ser explicados por el bloqueo de los componentes de las corrientes postsinápticas espontáneas que son mediados por potencial de acción, sin verse afectados los mecanismos que gobiernan la fusión de las vesículas con la membrana presináptica, la tasa o velocidad de recaptura de neurotransmisores del espacio sináptico o las propiedades de los receptores de neurotransmisores postsinápticos. De nuestros hallazgos podemos concluir que el flujo de entradas desde las interneuronas premotoras a las neuronas piramidales es extremadamente sensible a la exposición al HC y por ello, a la LPO (Pardillo-Díaz y col., 2017).  Aun así, existen estudios que muestran que el HC a concentraciones por debajo de la requerida para 
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provocar la LPO afecta a la liberación de Ca2+ desde la mitocondria (Bindoli, 1988; Gogvadze y Zhukova, 1991). Por esto, no podemos descartar que, además de la LPO, otros mecanismos pueden estar afectando a las entradas sinápticas como la disfunción mitocondrial y la desregulación de la homeostasis del Ca2+ (Pardillo-Díaz y col., 2017). 6.6. Origen de la despolarización del potencial de membrana por estrés oxidativo.  Como ya hemos comentado anteriormente en varias ocasiones, el HC provoca una disminución del potencial de membrana en reposo de las neuronas piramidales. Esta despolarización del potencial de membrana puede deberse al aumento de una corriente de entrada y/o a una diminución de una corriente de salida. En nuestro estudio hemos demostrado que el HC provoca una corriente de entrada (despolarización) de desarrollo lenta que no está mediada por neurotransmisores, ya que puede observarse en presencia de TTX. Nakaya y colaboradores han afirmado que en células cardíacas aisladas de cobaya la despolarización de la membrana causada por el HC no está asociada con la disminución en el potencial de equilibrio del potasio, provocada por la fuga de K+ intracelular (Nakaya y col., 1992). Estos autores concluyen que la despolarización del potencial de membrana en reposo inducido por el estrés oxidativo es debido, al menos en parte, a la inhibición de la actividad del canal rectificador de entrada de K+. Apoyaría esta propuesta los resultados obtenidos tras la aplicación de peróxido de hidrógeno en neuronas de sanguijuelas durante 20 minutos que produce cambios en las propiedades eléctricas, incluyendo la despolarización de la membrana y la inhibición de la corriente de salida de potasio responsable de la repolarización de los potenciales de acción (Jovanovic y col., 2016). Además, como ya hemos mencionado anteriormente, Nani y colaboradores usando peróxido de hidrógeno en motoneuronas del hipogloso han comprobado que se produce una corriente de entrada, o despolarización de la membrana, acompañada de un incremento en la resistencia de membrana (Nani y col., 2010). Este último descubrimiento implica la depresión de una corriente de fuga de K+, que no es inhibida por el Cs+ intracelular contenido en la pipeta de patch (Fisher y Nistri, 1993) y que puede subyacer a la inhibición de los canales de fuga de K+ de tipo TASK-1 (Bayliss y col., 2001; Talley y col., 2000). Con todos estos datos podemos proponer que alteraciones en las corrientes descritas anteriormente podrían también ser responsables de la despolarización que observamos en las neuronas piramidales tras la exposición al HC. Independientemente de qué conductancias y/o canales medien los cambios en el potencial y resistencia de membrana, hemos demostrado en nuestros experimentos que la despolarización del potencial de membrana y el incremento de la resistencia inducidos por el estrés oxidativo no están relacionados y obedecerían a mecanismos diferentes. 
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6.7. La depresión de una corriente tónica dependiente de receptores GABAA subyace a la hiperexcitabilidad neuronal producida por estrés oxidativo. Es esperable que aquellas neuronas que presenten una mayor resistencia de entrada sean aquellas que presenten una mayor excitabilidad. Nuestros datos sugieren que el HC induce una depresión sináptica, especialmente relevante en la transmisión sináptica GABAérgica, a los 5 minutos de aplicación del oxidante. Esta última observación se correlaciona con el incremento transitorio de la resistencia de entrada encontrado en los experimentos en fijación de corriente tras 5 minutos de aplicación de HC. Los resultados obtenidos sugieren que el efecto global de la LPO inducida por el HC condujo a una depresión del flujo de entradas desde las interneuronas premotoras, lo cual provocaría una inesperada hiperexcitabilidad transitoria en las neuronas piramidales de la corteza motora. Esta hiperexcitabilidad en neuronas piramidales de otras cortezas también se ha observado tras su exposición a peróxido de hidrógeno (Frantseva y col., 1998). Estos autores concluyen que el estrés oxidativo contribuye al desarrollo de alteraciones en el circuito talamocortical por la atenuación de la neurotransmisión inhibidora, entre otros factores. Es conocido que las interneuronas GABAérgicas juegan un papel principal en la reducción de la excitabilidad neuronal en la corteza (Wagle-Shukla y col., 2009) y en otras poblaciones de motoneuronas (Torres-Torrelo y col., 2014). Las interneuronas GABAérgicas están implicadas en circuitos neuronales locales que constituyen aproximadamente el 15-20% del total de las neuronas de la corteza, las cuales durante el desarrollo adaptan sus funciones para realizar el control fino de los movimientos motores (Batista-Brito y Fishell, 2009; Biane y col., 2015; Kepecs y Fishell, 2014). Se ha demostrado que una corriente tónica activada por una baja concentración de GABA, que puede ser bloqueada por gabazina, domina la transmisión GABAérgica en las células piramidales neocorticales de animales neonatales, ejerciendo efectos muy heterogéneos sobre la excitabilidad neuronal (Sebe y col., 2010). Nuestros resultados sugieren que la LPO provoca una hiperexcitabilidad transitoria en las neuronas piramidales principalmente a través de la alteración de una corriente tónica dependiente de receptores GABAA que desinhibe a las neuronas corticales de la corteza motora aumentando su resistencia de entrada y disminuyendo su reobase. No obstante, no se puede descartar la participación de las corrientes fásicas inhibidoras en este incremento de la excitabilidad aunque se supone minoritario (Sebe y col., 2010), y sin olvidar que también pueden estar disminuyendo las influencias que ejercen las entradas excitadoras, que también hemos demostrado que se ven afectadas.    
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6.8. Consideraciones funcionales.  Como se ha demostrado en células modificadas del hipocampo (Oh y col., 2012) nuestros datos demuestran que el estrés oxidativo inducido por el HC provoca cambios importantes, de una manera dosis y tiempo dependiente, en la excitabilidad de las neuronas de la corteza motora de ratas. Bajas concentraciones del oxidante (1 µM), durante una exposición prolongada, bloquean la corriente Ih subyacente al sag (Robinson y Siegelbaum, 2003) y puede alterar conductancias implicadas en las propiedades del potencial de acción y de disparo, a una magnitud a la que no tiene efectos bioquímicos, fisiológicos o morfológicos sobre otras poblaciones neuronales (Jovanovic y Jovanovic, 2013; Sinha y col., 2015; Vimard y col., 2011). Una concentración de 10 µM de HC produce cambios importantes en las propiedades de membrana de las neuronas piramidales, que pueden comprometer su normal funcionamiento, afectando al potencial de membrana, resistencia de membrana, reobase y en especial a sus propiedades de disparo, como hemos demostrado anteriormente en la primera fase de nuestra investigación (Pardillo-Díaz y col. 2015) de una manera tiempo dependiente. Finalmente, 100 µM de HC bloquea completamente la capacidad de producir una descarga repetitiva de potenciales de acción en una exposición prolongada. Una exposición breve (menos de 15 minutos) también provoca el estrechamiento del rango de trabajo ya que se produce un aumento de la reobase y un descenso en la corriente de cancelación. Con estos datos, podemos concluir que concentraciones elevadas de HC durante un periodo breve de exposición tienen consecuencias similares a las provocadas por concentraciones menores cuando se aplican durante largos periodos (Pardillo-Díaz y col. 2016), y que por tanto, bajo niveles de estrés oxidativo mantenido en el tiempo terminan produciendo los mismos efectos que altos niveles de estrés oxidativo en periodos cortos.   Los datos que hemos obtenido demuestran que los efectos inducidos por una exposición breve al HC (5 minutos) son parcialmente reversibles, mientras que los producidos por una exposición más prolongada (15 minutos) son prácticamente irreversibles. De los parámetros analizados, el potencial de membrana y la resistencia son los que presentan una mayor reversibilidad a los efectos del HC. De una manera similar a nuestros datos, el H2O2 induce una gran despolarización del potencial de membrana reversible casi en la mitad de los casos en las neuronas talámicas estudiadas (Frantseva y col., 1998). El cambio observado en la resistencia también puede ser revertido en algunos casos pero, por contra, la disminución inducida por el H2O2 en la frecuencia de corrientes postsinápticas espontáneas en motoneuronas del hipogloso no puede revertirse  (Nani y col., 2010). Esta reversibilidad de algunos de los efectos mediados por el estrés oxidativo es difícil de explicar (Pellmar, 1987). Los radicales de oxígeno producidos 
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por el HC pueden atacar directamente a las proteínas de los canales iónicos, pero la LPO provocada por el HC también puede inhibir indirectamente las funciones de estos canales iónicos alterando los lípidos de la membrana que rodean a las proteínas del canal (Nakaya y col., 1992). Los efectos susceptibles de ser reversibles pueden ser mediados por la modificación de las interacciones lípido-proteínas en lugar de por la oxidación irreversible de proteínas (Frantseva y col., 1998). Teniendo en cuenta nuestros resultados podemos sugerir que los efectos del HC sobre el potencial de membrana en reposo y sobre la resistencia de membrana son, al menos en parte, una consecuencia indirecta de la LPO y, por esta razón, dichas alteraciones pueden ser parcialmente revertidas con un lavado temprano del oxidante. De hecho, nuestros resultados demuestran que el efecto sobre la resistencia tendría su origen en un mecanismo presináptico por el bloqueo de la liberación de GABA. Por el contrario, los efectos irreversibles que observamos cuando se administra el HC durante un tiempo prolongado deben estar mediados por la afectación de las proteínas lo cual provocaría dicha irreversibilidad.   En las motoneuronas, la capacitancia celular se ha usado como estimación del tamaño neuronal (Viana y col., 1994), en otras palabras, las neuronas de mayor tamaño presentan valores más altos de capacitancia. Nuestros resultados proporcionan la primera evidencia experimental que muestra que las neuronas más afectadas por el estrés oxidativo son las de mayor tamaño, aquellas con los valores más altos de capacitancia. Las neuronas piramidales de la corteza motora son mayores en comparación con las neuronas de otras capas de dicha corteza y de otros núcleos cerebrales (Oswald y col., 2013). Además, con respecto a las neuronas piramidales de la corteza motora, así como de otras áreas corticales, se ha demostrado que los parámetros morfológicos revelan claras diferencias entre las neuronas corticofugales, las cuales poseen un soma de gran tamaño y grandes dendritas muy ramificadas, y las neuronas comisurales que tienen un soma pequeño y dendritas de menor tamaño (Chagnac-Amitai y col., 1990; Mason y Larkman, 1990; Oswald y col., 2013). Con las observaciones y datos analizados durante nuestra investigación proponemos que las neuronas corticofugales serían las más afectadas por el estrés oxidativo. Si consideramos el estrés oxidativo como la causa principal de muerte neuronal en las enfermedades neurodegenerativas (Andersen, 2004; Cabungcal y col., 2014; Cleveland y Rothstein, 2001; Niedzielska y col., 2016; Parakh y col., 2013; Reynolds y col., 2007), nuestros hallazgos pueden servir para explicar cómo las neuronas piramidales de la corteza motora, en particular las neuronas corticofugales, tienen el ratio de muerte celular más alto en enfermedades como la ELA, en comparación con otras poblaciones de neuronas motoras.  
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Entre estos factores que se han propuesto como origen de la ELA encontramos la teoría de la excitotoxicidad por glutamato que enfatiza la contribución de una excesiva excitación sináptica (Bogaert y col., 2010; Fogarty y col., 2015), en parte a través de receptores α-amino-3-hidroxi-5-metilo-4-isoxazolpropiónico o AMPA (Heath y Shaw, 2002; Kwak y col., 2010; Sasabe y Aiso, 2010) y canales de Na+ (Kuo y col., 2004, 2005; Spalloni y col., 2013; Zona y col., 2006). Además, la excitotoxicidad mediada por glutamato puede provocar la muerte celular debido a un incremento en el flujo de Ca2+. Este incremento produce la activación de determinadas enzimas e interfiere con el correcto funcionamiento de la mitocondria causando la muerte neuronal (Do-Ha y col., 2017; Van den Bosch y col., 2006). En pacientes con ELA se ha observado un incremento en la concentración de glutamato en la corteza motora, como muestran diversos estudios de espectroscopía de resonancia magnética (Han y Ma, 2010; Pioro y col., 1999). Este incremento en la concentración puede ser debido a la afectación de los astrocitos ya que son los responsables de la recaptación de glutamato del espacio sináptico, proceso especialmente importante para evitar la sobrestimulación y el daño que esta conlleva (Do-Ha y col., 2017). Sin embargo, esta teoría de la excitotoxicidad tiene un gran inconveniente ya que los agentes anti-glutamatérgicos usados como terapia no tienen un efecto beneficioso muy evidente sobre los pacientes de ELA (Zoccolella y col., 2009). Por otro lado, numerosas evidencias muestran que la inhibición cortical se encuentra alterada en la ELA (Eisen y Weber, 2000; Martin y Chang, 2012; Turner y Kiernan, 2012; Zanette y col., 2002a, 2002b; Ziemann y col., 1997) y  que la interrupción de la inhibición puede tener un papel importante en el desarrollo de la enfermedad (Martin y Chang, 2012). La mayoría de las interneuronas que encontramos en la corteza son inhibidoras y utilizan GABA o glicina (Do-Ha y col., 2017). Se ha observado que en los pacientes de ELA estos neurotransmisores presentan niveles anormales (Malessa y col., 1991; Niebroj-Dobosz y Janik, 1999). Esta hipótesis también se apoya en el descenso que se produce de las concentraciones de GABA en la corteza motora primaria de pacientes con ELA como se ha demostrado con la espectroscopía de resonancia magnética (Foerster y col., 2012) y con el marcaje mediante PET de la distribución de las unidades de receptores de benzodiazepinas en las células piramidales (Lloyd y col., 2000). Analizando la corteza motora en las autopsias de pacientes con ELA se observa que la expresión de ARNm sugiere una regulación a la baja de la expresión de genes que codifican para las subunidades α de los receptores GABAA (Petri y col., 2003). Diversos estudios con modelos de ELA muestran la existencia de un desequilibrio entre las inervaciones excitadoras e inhibidoras (Avossa y col., 2006; Fogarty y col., 2015). Zhang y colaboradores usaron un modelo de ratón TDP-43 A315T para demostrar que los impedimentos en la señalización GABAérgica contribuyen a la hiperexcitabilidad cortical observada (Zhang y col., 2016). Por otro lado, también se ha observado una desorganización de las interneuronas corticales en humanos en diversos estudios de la 
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corteza motora primaria, donde puede haber una pérdida de interneuronas calbindina, parvalbúmina y neuropéptido Y positivas en las capas V y VI (DeFelipe y col., 2013; Maekawa y col., 2004; Nihei y Kowall, 1993; Vitalis y Rossier, 2011). En otros estudios realizados con ratones mutantes wobbler,  que son ratones que presentan una mutación puntual en el gen Vps54 (Schmitt-John y col., 2005) y que se utilizan de forma extendida como un modelo de ELA se ha encontrado una disminución en el número de interneuronas inhibidoras parvalbúmina y somatostatina positivas y un decremento en la densidad de botones sinápticos GABAérgicos en la región de la corteza motora (Nieto-Gonzalez y col., 2011). Además, en las neuronas piramidales de la capa V de la corteza motora de estos ratones wobbler, la frecuencia de IPSC mediadas por receptores GABAA se redujo en un 72% y la inhibición tónica mediada por receptores extrasinápticos de GABAA se redujo también en un 87% en comparación con los datos de ratones control (Nieto-Gonzalez y col., 2011; Moser y col.,2013). Estos autores concluyeron que las neuronas piramidales de los ratones wobbler muestran un incremento de la resistencia de entrada y de la excitabilidad como consecuencia de una disminución en las entradas GABAérgicas, fásicas pero sobre todo tónicas, mediadas por receptores de GABAA. Otra estudio, que apoyaría la teoría de la alteración en inhibición cortical sería el realizado por McGown y colaboradores en 2013, en el que utilizando como modelo el pez cebra mutante SOD1 observaron que la primera población neuronal que muestra niveles elevados de estrés son las interneuronas y que la reducción de corrientes inhibidoras precede a cualquier defecto observado en las neuronas motoras (McGown y col., 2013). Todos estos estudios apoyan nuestros resultados ya que en este trabajo se demuestra que las neuronas piramidales de la corteza motora de ratas reciben una neurotransmisión inhibidora disminuida en las primeras etapas de la LPO, sin una disminución compensatoria de la neurotransmisión excitadora. Esta disminución en la transmisión GABAérgica, tiene como consecuencia, además, que la entrada tónica mediadas por receptores GABAA quede totalmente deprimida produciendo hiperexcitabilidad cortical. Dado que la hiperexcitabilidad cortical parece ser una característica temprana en la ELA y asumiendo que el estrés oxidativo contribuye al desarrollo de esta patología (Turner y col., 2009; Vucic y Kiernan, 2009), proponemos que la LPO (y por ende el estrés oxidativo), vía alteración de la inhibición cortical (tónica y fásica), contribuye a las causas que se encuentran detrás de las enfermedades neurodegenerativas como la ELA.   Uno los grandes problemas que se encuentra en clínica para la ELA es la falta de una prueba eficiente para su diagnóstico. Por esta razón es muy necesario que se identifiquen biomarcadores que ayuden a evitar el retraso en el diagnóstico y permitan estratificar a los pacientes según su pronóstico y así se puedan desarrollar terapias eficaces contra esta 
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enfermedad (Turner y col., 2013). Para la búsqueda de estos biomarcadores se están investigando tanto en biofluidos como en las biopsias de distintos tejidos. Recientemente se ha encontrado un miARN (miARN-206) elevado en plasma de pacientes de ELA (Toivonen y col., 2014) que podría estar relacionado con dicha enfermedad, pero también con el estrés oxidativo, dado que también se encuentra elevado en un modelo de ratón SOD1-G93A. Hay que recordar que, en algunas enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer, el Parkinson o la esclerosis múltiple se han estudiado los niveles de miARN con resultados prometedores (Burgos y col., 2014; Denk y col., 2015; Haghikia y col., 2012). Hasta encontrar un biomarcador fiable para esta enfermedad se pueden utilizar otros factores cuantificables de la enfermedad como indicadores. Entre estos indicadores se encontraría la hiperexcitabilidad cortical, que es un rasgo común y temprano de la ELA (Bae y col., 2013; Do-Ha y col., 2017; Vucic y col., 2008), por lo que su medida ofrecería un objetivo potencial para el diagnóstico y el tratamiento.   Como hemos comentado anteriormente, las neuronas tienen diversos mecanismos defensivos frente al estrés oxidativo. Algunos de los compuestos que forman parte de esta defensa son los agentes tiol-reductores, entre los que encontramos la N-acetilcisteína o el β-mercaptoetanol (Cabungcal y col., 2014; Vimard y col., 2011), o sustancias antioxidantes, como la vitamina C y la melatonina (Ayala y col., 2014; Chang y col., 2008), que pueden evitar las alteraciones provocadas por el estrés oxidativo como la peroxidación de los lípidos de la membrana y la oxidación de la mitocondria y del ADN nuclear. Para comprobar la acción de los antioxidantes sobre las neuronas piramidales objeto de nuestro estudio hemos utilizado la melatonina ya que se ha demostrado que tiene una mayor capacidad protectora frente al daño oxidativo y secuestrando radicales libres que otros compuestos como la vitamina C o E (Galano y col., 2011; Pandi-Perumal y col., 2013). También hay que tener en cuenta los numerosos datos experimentales y clínicos que ponen de manifiesto la capacidad de la melatonina como antioxidante y potente antiinflamatorio que se distribuye por todo el organismo y lo defiende del estrés oxidativo (Acuña-Castroviejo y col., 2009). Estas dos propiedades son la base de los efectos beneficiosos observados en varios modelos de neurodegeneración. Por otra parte, la melatonina tiene un importante papel como antiapoptótico en numerosos modelos experimentales (Sainz y col., 2003) y como antiexcitotóxico ya que, según los datos que aportan Escames y colaboradores, tiene un efecto estimulador sobre la transmisión GABAérgica y un efecto inhibidor sobre la transmisión glutamatérgica lo que inhibe la respuesta de los receptores N-metil-D-aspartato o NMDA (Escames y col., 2004). Además, como la melatonina es un antioxidante endógeno directo, e induce los sistemas antioxidantes enzimáticos endógenos, no presenta aspectos negativos al administrarse en humanos. A altas dosis es completamente adecuada para realizar ensayos 
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clínicos de neuroprotección en pacientes de ELA y no presenta efectos secundarios ya que tiene una vida media bastante corta (unos 30 minutos) (Pandi-Perumal y col., 2012; Acuña-Castroviejo y col., 2009; Weishaupt y col., 2006).   Nuestros datos muestran que la administración de melatonina junto con HC 10 µM previene la LPO provocada por este último. Estos datos concuerdan completamente con los obtenidos por Muñoz y col., (2017) en experimentos con preparaciones in vivo. En este artículo se produce un incremento de peróxidos lipídicos en la glándula pineal cuando ésta se trata con HC y se demuestra que este incremento se previene completamente cuando se co-administra con melatonina. Los autores concluyen que la co-administración de HC con melatonina hace que esta última prevenga el incremento en la LPO (Muñoz y col., 2017). Por su parte, los resultados obtenidos por Weishaupt y colaboradores (2006) muestran que la melatonina atenúa la muerte celular provocada por glutamato en cultivos celulares. En ratones transgénicos SOD1-G93A, altas dosis de melatonina oral retrasan la progresión de la enfermedad y aumenta la supervivencia. Conocidos estos datos, los autores realizaron un ensayo clínico con 31 pacientes de ELA esporádica a los que administraron de manera crónica (2 años) altas dosis de melatonina vía rectal (300 mg/día). En estos pacientes los carbonilos circulantes de proteínas séricas, los cuales ejercen de marcador de estrés oxidativo, se encuentran elevados y sus niveles se normalizaron tras el tratamiento con melatonina (Weishaupt y col., 2006). Dada la baja reversibilidad que se ha observado de los efectos causados por el estrés oxidativo, cuando este estrés se mantiene en el tiempo, proponemos que los agentes neuroprotectores deben ser administrados antes de que las propiedades de membrana de las neuronas comiencen a sufrir cambios. Nuestros resultados también demuestran que la melatonina previene la LPO en periodos de tiempo muy cortos, pero solo de forma parcial a tiempos más largos. De ahí que deban ensayarse otras concentraciones y cocteles de antioxidantes y neuroprotectores que eviten la LPO al completo y de forma mantenida en el tiempo, como paso previo a su ensayo en clínica con pacientes ELA.     
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7. CONCLUSIONES  1. El HC despolarizó de forma progresiva el potencial de membrana de las neuronas piramidales de la corteza motora. Esta despolarización se acompañó de un decremento en el voltaje de despolarización, sin cambios en el voltaje umbral.   2. El HC modificó la resistencia de las neuronas de la corteza motora. Así, este parámetro aumentó tras 5 minutos de aplicación del oxidante para posteriormente disminuir por debajo de los valores iniciales a los 15 y 30 minutos. En paralelo, y comportándose como una membrana óhmica, los cambios en resistencia produjeron, a su vez, cambios compensatorios en la reobase.   3. La amplitud y duración del potencial de acción, disminuyó y aumentó, respectivamente, de forma progresiva tras el tratamiento con HC. Como consecuencia de la exposición al oxidante algunas células perdieron la capacidad de disparar potenciales de acción de forma repetitiva y aquellas que fueron capaces de mantener el disparo presentaron una disminución en la ganancia y frecuencia máxima.  4. Los efectos del HC sobre las propiedades de membrana son tiempo y dosis dependientes. Las propiedades activas son más sensibles al estrés oxidativo pudiéndose éstas afectar incluso con una exposición de 1 µM.   5. El HC produjo una corriente tónica de entrada, independiente de transmisión sináptica, en las neuronas piramidales de la corteza motora. Esta corriente de entrada parece ser la razón de la despolarización del potencial de membrana que se observa en estas neuronas piramidales.   6. El HC produjo una depresión sobre las entradas sinápticas de las neuronas de la corteza motora que se vio reflejada en la disminución, tanto en frecuencia como en amplitud, de las corrientes postsinápticas tanto excitadoras como inhibidoras. No obstante, el efecto sobre la transmisión GABAérgica fue más rápido.  7. Las neuronas piramidales de la corteza motora mostraron una corriente tónica dependiente de receptores GABAA. La abolición de esta corriente tónica por HC es la responsable de la hiperexcitabilidad, caracterizada por incremento de resistencia y disminución de reobase, encontrada en estas neuronas inmediatamente después del tratamiento con el oxidante. 
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8. La reversibilidad de las alteraciones de las propiedades de membrana producidas por el HC es inversamente proporcional al tiempo de exposición del oxidante, es decir, cuanto mayor es la exposición menor es la capacidad de reversión.  
 9. El HC realizó gran parte de sus efectos vía LPO. La preincubación del tejido nervioso con melatonina previno la LPO y las alteraciones funcionales causadas por el estrés oxidativo en las neuronas piramidales de la corteza motora.  
 10. El estrés oxidativo, en gran parte a través de la LPO, compromete la excitabilidad neuronal a través de mecanismos pre y postsinápticos, siendo las neuronas más afectadas las de mayor tamaño. Estas alteraciones funcionales producidas por el estrés oxidativo podrían preceder a la muerte neuronal encontrada en la ELA. El uso de sustancias antioxidantes como la melatonina puede abrir nuevas vías para el diseño de estrategias de neuroprotección en esta patología. 
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